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A ZUSAMMENFASSUNG 
Exosomen sind Vesikel endosomalen Ursprungs, die durch Fusion von Multivesicular-Bodies mit der 
Plasmamembran in den extrazellulären Raum sekretiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 
Exosomen aus verschiedenen Zelllinien und Körperflüssigkeiten charakterisiert und deren 
immunmodulatorische Funktionen und Einflüsse auf Tumorwachstum untersucht. Dabei konnte 
gezeigt werden, dass Exosomen aus Ovarialkarzinomzellen von eigenen und fremden Zellen über 
einen zum Teil phosphatidylserinabhängigen Mechanismus aufgenommen werden. 
In vielen Tumoren korreliert die Expression von CD24 mit einer schlechten Prognose für die 
Patienten. In dieser Arbeit wurde CD24 als neuer Marker für Urinexosomen etabliert und dessen 
Expression als unabhängig vom Krankheitsverlauf und vom Zeitpunkt der Entnahme dargestellt. Als 
Herkunftsort der CD24-positiven Urinexosomen wurde das renalen System identifiziert. Die Sekretion 
von CD24-haltigen Exosomen, über den Urin, stellt ein im humanen und murinen Organismus 
konserviertes System dar und ist bereits im Fetus aktiv. Bei einer Schwangerschaft wird ein Großteil 
des Fruchtwassers durch den fetalen Urin gebildet. Wir konnten eine Methode entwickeln, um fetale 
von potentiell maternale Exosomen aus dem Fruchtwasser zu trennen und biochemisch zu 
analysieren. Dies ermöglichte erstmals die fetale Abstammung von CD24-positiven Exosomen im 
Fruchtwasser nachzuweisen. Die Invasion des Trophoblasten, in die Uterusschleimhaut während der 
Schwangerschaft, geht mit einer funktionellen Umgestaltung des Gewebes einher. Zahlreiche  
NK-Zellen werden dabei in den Uterus rekrutiert und besitzen dort einen im Vergleich zu den 
peripheren NK-Zellen im Blut veränderten Phänotyp. Uterine NK-Zellen sind zum Großteil 
zytokinsekretierend und nur wenige besitzen zytolytische Eigenschaften. Die dargestellten Ergebnisse 
beschreiben erstmalig eine Rolle von Exosomen beim intrauterinen Phänotypwechsel von NK-Zellen. 
Untersuchungen von Fruchtwasserexosomen, die mit NK-Zellen kultiviert wurden, bestätigten deren 
funktionelle Bedeutung bei einer Suppression des Immunsystems.  
Vergleichende Analysen von Aszites- und Serumexosomen unterschiedlicher Patienten zeigten eine 
Heterogenität in der Proteinzusammensetzung. Der Nachweis von EpCAM auf CD24-positiven 
Aszitesexosomen bestätigte deren Abstammung vom Tumor. Weiterhin konnte ein Übertritt von 
Aszitesexosomen aus dem Bauchraum in das Blut und damit eine systemische Wirkweise belegt 
werden. Im murinen Tumorwachstumsmodell führte die Applikation von Aszitesexosomen zu einem 
verstärkten Wachstum der Tumore. 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen vielseitige biologische Funktionen von Exosomen. Ihr mögliches 
Potential für einen prognostischen Nutzen wird diskutiert.  
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SUMMARY 
Exosomes are vesicles of endosomal origin, which are secreted into the extracellular space by fusion 
of multivesicular bodies with the plasma membrane. In this thesis, exosomes from different cell lines 
and body fluids were characterized and their influence on the immune system and tumor growth was 
analyzed. We could show that secreted exosomes from ovarian carcinoma cells were taken up by the 
cells themselves. Uptake by NK cells involves phosphatidylserine on exosomes. 
In many tumors, the expression of CD24 correlates with poor prognosis for the patients. Here it is 
shown that the GPI-anchored glycoprotein CD24 can be used as new marker for urinary exosomes, 
whose expression is independent of the course of disease and of the time of donation. We identified 
the renal system as the source of the CD24-positive urinary exosomes. This thesis demonstrates that 
the secretion of CD24 containing exosomes is a conserved mechanism in mice and men and is 
already active in the fetus. During pregnancy, the main part of amniotic fluid is build by the  
fetus’ urine. While only few details are known about amniotic fluid derived exosomes, we could 
establish a purification method for separating fetal and potentially maternal exosomes. In view of the 
emerging role of exosomes in immune modulation, we could show that CD24-positive exosomes are 
derived from the fetus and not from the mother.  
The invasion of the trophoblast into the uterus mucosa is accompanied by a functional 
reorganization of the tissue and the located cells. NK cells become recruited to the uterus and 
thereby showing a modified phenotype in comparison to peripheral blood NK cells. This work gives 
the first evidence for an intrauterine phenotype switch mediated by amniotic fluid exosomes.  
Comparative analysis of ascites and serum exosomes derived from different patients show diversity 
in their composition. This study also demonstrates a transfer of ascites exosomes into the blood and 
thereby implying a systemic mode of action. Additionally, the administration of ascites exosomes 
leads to an augmented tumor growth in a murine tumor model. 
Summing up, this thesis suggests an important role of exosomes and discusses a putative diagnostic 
value for grading of tumors and for prenatal diagnostics. 
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B EINLEITUNG 
1. Exosomen 
1.1. Biogenese von Exosomen 
Der Begriff Exosomen tauchte in der Literatur zum ersten Mal im Jahr 1987 auf. Mit ihm wurden 
sekretorische Vesikel beschrieben, die durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g pelletiert werden 
konnten (Johnstone et al., 1987). Entdeckt wurden sie allerdings bereits einige Jahre früher als 
transferrinhaltige Vesikel, die während der Reifung von Retikulozyten zu Erythrozyten entstehen 
(Harding et al., 1984; Pan und Johnstone, 1983). Auf der Plasmamembran von Retikulozyten befindet 
sich der Transferrin-Rezeptor, der normalerweise durch clathrinvermittelte Endozytose ständig 
rezirkuliert wird. Mit zunehmender Reifung der Retikulozyten verschwindet der Rezeptor von der 
Plasmamembran. Dabei erfolgt der Abbau des Rezeptors nicht über das lysosomale System, sondern 
durch eine Ausschleusung in Exosomen (Johnstone et al., 1987). Damit wurde ein neuer 
Mechanismus für Zellen entdeckt, um überschüssige oder nicht mehr benötigte Proteine zu 
entfernen. Im Laufe der Zeit hat sich das Wissen über Exosomen erweitern. Heute versteht man 
unter Exosomen 40–100 nm große Vesikel, die normalen Zellen und Tumorzellen freigesetzt werden 
(Andre et al., 2002b; Thery et al., 2002; Wolfers et al., 2001).  
 
Abbildung 1: Größenvergleich zwischen Zellen, Bakterien, Viren und Exosomen. A zeigt die Größen 
verschiedener humaner Zellen im Vergleich zu Latex-Beads, die zur Immobilisation von Exosomen benutzt 
werden. B Maßstabsgetreuer Vergleich zwischen eukaryotischen Zellen, Bakterienzellen, Viren und Exosomen. 
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Mit ihrer durchschnittlichen Größe von 60 nm sind sie etwa 350-mal kleiner als eine typische Zelle 
(zwischen 20-25 µm) und ungefähr 10-mal kleiner als ein Bakterium (600 nm Länge) (Abbildung 1). 
Exosomen entstehen innerhalb der Zellen im endosomalen System, welches sich aus primären 
endozytotischen Vesikeln, frühe und späte Endosomen sowie Lysosomen zusammensetzt (Mellman, 
1996). Endozytotische Vesikel entstehen durch clathrinvermittelte Endozytose an der 
Plasmamembran und wandern in der Zelle in Richtung der frühen Endosomen, wo sie mit deren 
Membran verschmelzen (Abbildung 2 A). Späte Endosomen entstehen anschließend durch einen 
Reifungsprozess aus den frühen Endosomen. Dabei verändert sich der Inhalt und die 
Fusionsbereichtschaft mit Vesikeln, die von der Plasmamembran bzw. vom Trans-Golgi-Netzwerk 
abstammen (Stoorvogel et al., 1991). Auch Form und Lokalisation geben Aufschluss über das Stadium 
der Endosomen. Frühe Endosomen haben ein tubuläres Erscheinungsbild und sind an der 
Zellperipherie lokalisiert, während späte Endosomen eher kugelförmig erscheinen und sich in der 
Nähe des Zellkernes befinden (Gruenberg und Stenmark, 2004; Mellman, 1996). Zusätzlich kommt es 
während der Reifung zu einer Akkumulation von Vesikeln im Innern der Endosomen. Diese Vesikel 
entstehen durch Einwärtsstülpung der limitierenden Membran (inward budding) und werden als 
intraluminale Vesikel (ILV) bezeichnet. Bei späten Endosomen kann die Anzahl der ILVs in die 
Hunderte gehen, weshalb späte Endosomen auch Multivesicular-Bodies (MVBs) genannt werden 
(Fevrier und Raposo, 2004; Novikoff et al., 1964; Sotelo und Porter, 1959). 
Die intraluminalen Vesikel im Inneren der MVBs können mit den Lysosomen fusionieren und die in 
MVBs sortierten Proteine degradieren (Abbildung 3 A). Dadurch können sowohl nicht mehr 
benötigte transmembrane Proteine als auch die Membranen der Vesikel abgebaut werden (Futter et 
al., 1996; Mullock et al., 1998). Eine wichtige Rolle spielt dieser Vorgang bei der Herunterregulierung 
von aktivierten Zelloberflächenrezeptoren. Viele Wachstumsrezeptoren werden nach 
ligandeninduzierter Endozytose in die luminalen Vesikel der MVB sortiert und danach im Lysosom 
degradiert. Dadurch stehen aktivierte Kinasen nicht mehr mit dem Zytoplasma in Verbindung und die 
Signalweiterleitung wird unterbrochen. Als Beispiel hierfür dient der EGF-Rezeptor, der eine 
Tyrosinkinase in der zytoplasmatischen Domäne besitzt, die nach Ligandenbindung aktiviert wird. 
Durch die Sortierung in MVBs kann die Aktivität des Rezeptors reguliert werden. Mutationen in 
Mäusen, die das Sortieren des EGFR in die MVBs beeinflussen, führen unter anderen zur 
Tumorentstehung (Ceresa und Schmid, 2000; Di Fiore und Gill, 1999).  
MVBs können auch als Speicher für Membranproteine genutzt werden, aus denen die Proteine bei 
Bedarf wieder zurück an die Plasmamembran rekrutiert werden können. In unreifen dendritischen 
Zellen sind Haupthistokompatibilitätskomplex-Klasse-II-Moleküle (MHC-II, mayor histocompatibility 
complex class II) in den luminalen Vesikeln gespeichert (Abbildung 3 B). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Biogenese von Exosomen. A Zelloberflächenproteine werden durch 
clathrinvermittelte Endozytose aufgenommen und gelangen so in endozytotische Vesikel. Diese verschmelzen 
mit den frühen Endosomen. Während der Reifung der frühen zu späten Endosomen kommt es zusätzlich zu 
einem Eintrag von neusynthetisierten Proteinen aus dem Golgi-Apparat bzw. dem Trans-Golgi-Netzwerk. In den 
späten Endosomen kommt es zur Einwärtsstülpung der Membran und der damit verbundenen Anreicherung von 
intraluminale Vesikeln (ILV). B Die späten Endosomen können verschiedene Stoffwechselwege einschlagen. 
Durch Fusion mit Lysosomen können die Inhalte proteolytisch abgebaut werden. Kommt es zur weiteren 
Anreicherung von ILVs, so entstehen Multivesicular-Bodies. Durch Fusion mit der Plasmamembran werden die 
ILVs freigesetzt und fortan als Exosomen bezeichnet. 
Nach Aktivierung der Zellen durch Kontakt mit Antigenen verschmelzen die Vesikel mit der 
endosomalen Membran und die MHC-Moleküle können mit Antigenfragmenten beladen werden 
(Kleijmeer et al., 2001). Nach anschließendem Transport der beladenen MHC-Komplexe zur 
Plasmamembran, erfolgt deren Präsentation an naive T-Zellen des Immunsystems. 
Schließlich können die internen Vesikel auch durch Fusion der MVBs mit der Plasmamembran in den 
extrazellulären Raum freigesetzt werden und nennen sich nach ihrer Sekretion Exosomen  
(Abbildung 3 C). Sie enthalten Zytosol und zytoplasmatische Proteine im Innern und die 
extrazelluläre Domäne von Transmembranmolekülen, auf ihrer Oberfläche, in derselben Topologie 
wie in der Plasmamembran (Raposo et al., 1996; Thery et al., 1999). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von physiologischen Prozessen mit MVB Beteiligung. A Der Inhalt 
der MVBs kann durch Fusion mit Lysosomen degradiert werden. B MVBs können aus 
Speicherkompartiment für MHC-Klasse-II-Moleküle dienten und nach Aktivierung den 
peptidbeladenen Rezeptor an die Oberfläche transportieren. C Die Fusion der MVBs mit der 
Plasmamembran führt zur Freisetzung von Exosomen.  
Exosomen unterscheiden sich in ihrer Orientierung wesentlich von den anderen Vesikel einer Zelle. 
Transportvesikeln, die Ladung zwischen den intrazellulären Kompartimenten, wie z.B. Golgi-Apparat 
und Trans-Golgi-Netzwerk transportieren, entstehen durch einfache Abschnürung von Teilen der 
Membran (Abbildung 4). Dieser Mechanismus wird als normale Knospung bezeichnet und führt zu 
Vesikeln, die in ihrem Inneren Proteine aus dem Lumen des Donorkompartimentes besitzen und 
deren zytoplasmatischen Domänen nach außen gerichtet sind. Bei Exosomen hingegen ist die 
Einwärtsstülpung (inward budding) der Membran bei der Biogenese später Endosomen ein 
entscheidender Prozess. Da sich die Orientierung im Vergleich zu den internen Transportvesikeln 
umkehrt, spricht man von reverser Knospung. Ein weiteres Ereignis, welches zur reversen Knospung 
führt, ist der programmierte Zelltod (Apoptose). Dabei werden Membranvesikel in verschiedenen 
Größen (Mikrovesikel und apoptotischen Membranbläschen) von der Zelle abgespalten (Aupeix et al., 
1997).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der normalen und reversen Knospung. Die Transportvesikel zwischen 
den Organellen (blau) entstehen durch normale Knospung. Sie tragen im Innern das Lumen des 
Donorkompartimentes, die zytoplasmatische Domänen von Transmembranmolekülen sind in Richtung 
Zytoplasma orientiert. Bei der Entstehung von Exosomen ist die Einwärtsstülpung der Membran der 
entscheidende Prozess und führt zu einer umgekehrten Orientierung wie bei normalen Transportvesikeln. Die 
durch reverse Knospung hervorgegangenen Vesikel (gelb) zeichnen sich durch Zytoplasma im Lumen und die 
extrazelluläre Domäne von Transmembranmolekülen nach außen weisend aus.  
1.2. Sortierung von Proteine in MVBs 
Welche Signale die Translokation von Proteinen in die internen Vesikel des MVBs veranlassen, ist 
nicht komplett identifiziert. Es scheinen zum einen diverse Eigenschaften oder Modifikationen eine 
wichtige Rolle zu spielen. So finden sich Proteine, die in Lipid-Raft Domänen auf der Plasmamembran 
lokalisiert sind, oft auch in Exosomen. Beispiele hierfür sind der Transferrin-Rezeptor TfR2 (Calzolari 
et al., 2006) und das später beschriebene GPI-verankerte Protein CD24 (Keller et al., 2007). Es gibt 
aber auch Sortiersignale, die über Adaptormoleküle an Sortierstationen erkannt und 
weiterverarbeitet werden. Allen Modifikationen gemein sind die Eigenschaften, Proteine in die 
Bereiche der endosomalen Membran zu sortieren, die sich schließlich in das Lumen abschnüren. Ein 
bereits gut charakterisiertes Signal zur Internalisierung in MVBs ist die Mono-Ubiquitinilierung.  
Ubiquitin ist ein hochkonserviertes Polypeptid mit einer Länge von 76 Aminosäuren. Es wird durch 
eine Kaskade von Enzyme reversible an die ε-Aminosäuregruppe von Lysinresten des 
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Substratmoleküls angeheftet (Mono-Ubiquitinilierung). Ubiquitin selbst besitzt eine Reihe von 
weiteren Lysinseitenketten, die ubiquitiniliert werden können. Die Verknüpfung einer Kette von 
Ubiquitinmolekülen an eine einzelne Lysinseitenkette des Proteinsubstrates nennt man  
Poly-Ubiquitinilierung. Sie dient als Signal für den Abbau durch das Proteasom, in dem zytosolische 
und nukleare Proteine degradiert werden. In der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae dient die 
Anheftung von Ubiquitin an Zelloberflächenrezeptoren, wie zum Beispiel an den  
G-Protein-gekoppelten Rezeptor Ste2 (GPCR G-protein-coupled receptor) als Signal für die Aufnahme 
in die MVBs und zur anschließenden Degradation im Lysosom (Odorizzi et al., 1998). Werden die 
Lysinseitenketten von Ste2 mutiert, so kann der Rezeptor nicht mehr durch Internalisierung in MVBs 
reguliert werden (Terrell et al., 1998). 
Sowohl für die Sortierung als auch für die Abschnürung der internen Vesikel ist eine Maschinerie aus 
drei Proteinkomplexen verantwortlich, die ESCRT-I, -II und –III (endosomal sorting complex required 
for transport) genannt werden (Babst et al., 2002a; Babst et al., 2002b; Katzmann et al., 2001). 
Zusätzlich sind noch weitere Faktoren für eine funktionierende Interaktion des Komplexes 
notwendig. Das Protein HRS (Saccharomyces: Vps27) kann über zwei Ubiquitin-Bindemotive 
markierte Proteine binden (Babst et al., 1997) und formt einen Komplex mit einem weiteren 
ubiquitinbindenden Protein STAM (Saccharomyces: Hse1) (Bache et al., 2003). HRS/Vps27 bindet 
durch seine FYVE-Domäne an das endosomenspezifische Lipid Phophatidylinositol-3-Phosphat und ist 
deswegen auf den frühen und späten Endosomen lokalisiert (Misra und Hurley, 1999). Über eine 
zweite Bindungsstelle kann HRS Interaktionen mit Clathrin aufnehmen (Raiborg et al., 2001). 
Aufgrund dieser Eigenschaften als Adaptormolekül bindet HRS/Vps27 die ubiquitinilierte Fracht und 
rekrutiert den ESCRT-I-Komplex aus dem Zytosol an die endosomale Membran. Durch Interaktion mit 
der Clathrinhülle wird zusätzlich die Konzentration der Frachtproteine lokal erhöht. Anschließend 
wird durch den gebildeten Komplex ESCRT-II aktiviert, der wiederum die Bildung von ESCRT-III 
induziert. Durch ALIX (Saccharomyces: Bro1) wird das deubiquitinilierende Enzym Doa4 zum  
ESCRT-III-Komplex rekrutiert (Luhtala und Odorizzi, 2004), welches die Ubiquitinmarkierung vor der 
Sortierung in die MVBs entfernt (Amerik et al., 2000). In einem weiteren Schritt wird der  
ESCRT-III-Komplex durch die ATPase Vps4 abgebaut und damit die Vesikelformation eingeleitet 
(Babst et al., 1997). Welche Komponenten an der Abschnürung der Vesikel beteiligt sind, ist noch 
unklar. Die Lipidzusammensetzung auf der luminalen bzw. zytosolischen Seite der endosomalen 
Membran schein allerdings eine nicht unwesentliche Rolle zu spielen (Babst, 2005). Die 
Sortierungsmaschinerie ist somit ein höchst dynamisches System, in dem ständig Interaktion 
zwischen Proteinen geschaffen und aufgelöst werden.  
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Neben der ESCRT-vermittelten Sortierung von Proteinen gibt es zusätzlich einen  
ESCRT-unabhängigen Weg. Über diesen Mechanismus werden zum Beispiel der Transferrin-Rezeptor 
(de Gassart et al., 2003) und das melanosomale Protein Pmel17 (Theos et al., 2006) in MVBs sortiert. 
Bei diesen Proteinen scheint die intrinsische Aktivität des Proteins selbst für die Lokalisation in Lipid-
Raft Bereiche der Membran verantwortlich zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Quervernetzung von Proteinen ein wichtiger Prozess für die Aufnahme in MVBs ist. Aggregiert man 
Proteine durch Zugabe von Antikörpern, so führt dies zu einem defekten Sortiermechanismus  
(Vidal et al., 1997). An der Sortierung von Exosomen beteiligte Proteine sind für die biochemische 
Charakterisierung von Exosomen interessant, da sie aufgrund ihrer Anreicherung als exosomale 
Marker verwendet werden können. 
1.3. Molekulare Zusammensetzung von Exosomen 
Zahlreiche Zelltypen können Exosomen sekretieren, deswegen ist die Proteinzusammensetzung der 
Exosomen nicht gleich und stark vom sekretierenden Zelltyp abhängig. Proteomische Analysen von 
Exosomen, die nicht nur aus Zellkulturüberständen in vitro, sondern auch in vivo aus diversen 
Körperflüssigkeiten wie Urin (Pisitkun et al., 2004), Fruchtwasser (Keller et al., 2007), malignem 
Aszites (Andre et al., 2002b; Koga et al., 2005), Blutplasma (Caby et al., 2005), Milch (Admyre et al., 
2007), Brochoalveolare Flüssigkeit (Prado et al., 2008), Gelenkflüssigkeit (Skriner et al., 2006) und 
Pleuralerguss (Bard et al., 2004) aufgereinigt wurden, haben gezeigt, dass einige Moleküle auf fast 
allen Exosomen spezifisch nachweisbar sind und deshalb als exosomale Markerproteine angesehen 
werden. Durch ihre gezielte Anreicherung in Exosomen übertreffen sie die zelluläre Expression oft 
um ein Vielfaches. Zu diesen Markerproteinen gehören zytosolische Proteine wie Tubulin, Aktin, 
Annexine, Rab-Proteine (Thery et al., 2001), (Skokos et al., 2001a; Skokos et al., 2001b). Aber auch 
Proteine, die für die Signaltransduktion verantwortlich sind, wie Proteinkinasen, heterotrimere  
G-Proteine sowie am Metabolismus beteiligte Enzyme (Peroxidasen, Pyruvat- und Lipid-Kinasen) 
wurden gefunden (van Niel et al., 2001). Exosomen der meisten Zellen enthalten weiterhin  
MHC-Klasse-I-Moleküle (Blanchard et al., 2002; Wolfers et al., 2001) und die an deren Beladung 
beteiligten Hitzeschock Proteine Hsp70 und Hsp90 (Thery et al., 2001). Die am stärksten vertretene 
Proteinfamilie sind die Tetraspanine mit ihren Mitgliedern CD9, CD63, CD81 und CD82 (Bard et al., 
2004; Escola et al., 1998; Heijnen et al., 1999). Je nach Zelltyp wurden auch spezifische Proteine 
gefunden, dazu gehören MHC-Klasse-II-Moleküle, Adhäsionsmoleküle wie zum Beispiel L1CAM 
(Gutwein et al., 2005), aber auch Rezeptoren und Integrine (Sanderson et al., 2008). Der Nachweis 
von Lipid-Raft ähnlichen Strukturen in den Exosomen, sowie die Existenz von Raft-assoziierten 
Proteinen und Glykolipiden lässt vermuten, dass diese Strukturen auch eine Rolle bei der Sortierung 
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von Proteinen in die Exosomen haben (Fevrier und Raposo, 2004). Einen Auszug über die molekulare 
Zusammensetzung der Exosomen gibt Abbildung 5.  
Nachdem vielfach Proteine und Lipide in den Exosomen charakterisiert wurden, war die Entdeckung 
von exosomaler RNA ein weiterer Meilenstein in der Exosomenforschung. Durch Microarray-
Analysen von Exosomen, die aus der murinen Mastzelllinie MC/9 oder humanen Mastzelllinie HMC-1 
gewonnen wurden, konnten die funktionell aktive mRNA von ca. 1.300 Genen nachgewiesen werden, 
obwohl viele der mRNAs nicht im Zytosol der Spenderzellen nachweisbar waren. Zusätzlich wurden 
microRNAs beschrieben, welche, ähnlich wie siRNAs, eine Rolle bei der RNA Interferenz spielen. Die 
RNAs können auf andere Zellen durch Exosomen übertragen und dort zu funktionellen Proteine 
translatiert werden (Valadi et al., 2007). Die sekretierten Exosomen können also die Proteinsynthese 
auf anderen Zellen gestalten. Aufgrund ihrer Eigenschaft als RNA-Fähren wird diese RNA als 
exosomale Shuttle RNA (esRNA) bezeichnet. 
 
Abbildung 5: Molekulare Zusammensetzung von Exosomen. Die Abbildung gibt einen Überblick über typische 
Proteine und Proteinfamilien auf Exosomen. 
1.4. Funktionen von Exosomen 
1.4.1. Immunmodulatorische Funktionen 
Abhängig von ihrer Herkunft und ihrer zelltypspezifischen Zusammensetzung können Exosomen 
mannigfaltige Funktionen auf Stroma und umliegende Zellen ausüben. Bei Tumorerkrankungen 
stellen sie neue Möglichkeiten des Tumors dar, mit dem Immunsytem zu interagieren (Iero et al., 
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2008; Valenti et al., 2007). Es ist bereits bekannt, dass ein Tumor durch Freisetzung von löslichen 
Faktoren oder direkten Zell-Zellkontakten auf das Immunsystem Einfluss nimmt und dadurch 
eventuell einer Immunantwort entkommen kann (Marincola et al., 2000; Rivoltini et al., 2005).  
Im Jahr 1996 wurde von Raposo und Geuze gezeigt, dass Exosomen, die von B-Zellen sekretiert 
wurden, die Fähigkeit besitzen, in T-Zellen eine antigenspezifische Immunantwort hervorzurufen 
(Raposo et al., 1996). Durch ihre Beobachtungen wurden Exosomen, aufgrund ihrer Eigenschaften 
Antigenen präsentieren zu können, eine wichtige Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung der 
Tumorimmunität zugeschrieben (Andre et al., 2002a).  
Bei etablierten Tumoren fördert die Freisetzung von Exosomen durch tumorantigentragende 
dendritische Zellen, eine Aktivierung zytotoxischen T-Zellen und die damit verbundene Abstoßung 
des Tumors (Zitvogel et al., 1998). Diese Fähigkeit von Exosomen, aus antigenpräsentierenden Zellen 
zytotoxische T-Zellen ohne kostimulatorische Signal zu aktivieren, beruht auf einer hohen Dichte von 
MHC-Klasse-I-Molekülen auf der Exosomenoberfläche (Sprent, 2005). Weiterhin können immature 
dendritische Zellen peptidbeladene MHC-Komplexe durch Exosomen auf andere dendritische Zellen 
übertragen (Segura et al., 2005). Tumorexosomen des murinen TS/A-Mammakarzinoms enthalten 
Tumorantigene, die nach Endozytose auf der Oberfläche von dendritischen Zellen präsentiert 
werden. Die damit verbundene Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen resultiert in der Abstoßung 
bereits etablierter syngener und allogener Tumore (Wolfers et al., 2001). Hierdurch  wurden die 
ersten Ideen zur zellfreien Vakzinierung mit Exosomen entwickelt. Die Identifikation einer Vielzahl 
von Tumorantigenen auf Exosomen, wie MelanA/Mart-1 und gp100 in Exosomen von Melanomzellen 
sowie CEA und HER2 aus Tumorzellenexosomen, unterstützte die Funktion der Vesikel als eine 
zellfreie Quelle von Tumorantigenen zur Aktivierung von T-Zellen (Andreola et al., 2002; Huber et al., 
2005) und ermöglichte erste klinische Studien an Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium frei 
(Chaput et al., 2003).  
Zusätzlich besitzen die freigesetzte Tumorexosomen weitere Proteine, die regulierend auf das 
Immunsystem wirken können (Taylor und Gercel-Taylor, 2005; Whiteside, 2005).  
Humanen Melanom- und Colonkarzinomzellen setzten konstitutiv Fas-Ligand und TRAIL 
exprimierende Exosomen in die Umgebung frei und induzieren dadurch Apoptose in aktivierten T-
Zellen (Andreola et al., 2002; Huber et al., 2005). Exosomen beeinflussen jedoch nicht nur die 
Effektorfunktionen von T-Zellen. Bei NK-Zellen führen sie zur Herunterregulation des aktivierenden 
Rezeptors NKG2D durch exosomales TGF-β1 (Clayton et al., 2008) und in regulatorischen T-Zellen 
wird die inhibitorische Funktion der Zellen erhöht (Clayton et al., 2007). Wie wichtig der Phänotyp 
der Exosomen auf ihre vermittelte Funktion ist, wurde durch eine weitere Veröffentlichung 
unterstützt. Gastpar, et.al. konnten eine aktivierende Wirkung von Tumorexosomen auf NK-Zellen 
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nachweisen. Durch Vorinkubation von NK-Zellen mit Hsp70-positiven Exosomen konnten die 
Apoptose von Tumorzellen durch eine Granzym B Freisetzung induziert werden (Gastpar et al., 2005). 
Während der Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen anwesende Tumorexosomen 
führen zu anomalen Zellen, die myeloide Marker exprimieren (CD14, CD11b) und die keine oder nur 
wenige kostimulatorische Moleküle wie HLA-DR, CD80 und CD86 besitzen (Valenti et al., 2006; Yu et 
al., 2007). Aufgrund ihrer Oberflächenmoleküle und der zusätzlichen Sekretion von TGF-β üben die 
Zellen eine starke immunsuppressive Wirkung auf T-Zell-Proliferation und -Funktion aus. Solche 
myeloiden Suppressorzellen mit einem ähnlichen Phänotyp wurden bereits in verschiedenen 
Mausmodellen gefunden und konnten mit einer verstärkten Progression des Tumors korreliert 
werden (Serafini et al., 2006). Melanompatienten in einem späten Krankheitsstadium besitzen oft 
eine Vielzahl von CD14+HLA-DRneg/low TGF-β sekretierende Zellen im Blut. Diese Zellpopulation 
korreliert mit einer schlechteren Immunantwort der betroffenen Patienten auf den Tumor (Filipazzi 
et al., 2007).  
Der Nachweis von Exosomen in verschiedenen Körperflüssigkeiten inklusive Blut und Aszites 
unterstützt die Hypothese, dass Exosomen nicht nur am Ort ihrer Entstehung, sondern durch den 
Übertritt in die Blutbahn auch systemisch wirken können. Sie bilden eine neue Weise der 
Zellkommunikation ohne direkten Zell-Zellkontakt und üben demnach eine autokrine aber auch 
parakrine Wirkung aus (Thery et al., 2002). Bedingt durch ihre ungewöhnliche Membran, die stark 
angereichert in Ceramiden (Trajkovic et al., 2008), Sphingomyelin, Cholesterol und GM3 Glykolipiden 
(Subra et al., 2007) ist, scheinen Exosomen als besonders stabile Transporteure von Biomolekülen zu 
agieren und ermöglichen den Transport von Wachstumsfaktoren und Rezeptoren auf homologe oder 
heterologe Zellen. In humanen Gliomzellen exprimiert nur ein kleiner Prozentsatz der Zellen die  
EGF-Rezeptorvariante EGFRvIII. Diese Zellpopulation scheint aber einen großen Einfluss auf den 
gesamten Tumor auszuüben. Dabei wird durch Sekretion des pathogenen Rezeptors in Mikrovesikel 
dessen onkogene Aktivität auf EGFRvIII-negative Zellen übertragen (Al-Nedawi et al., 2008). Die 
Freisetzung von Exosomen führt somit wahrscheinlich zur horizontalen Verteilung von Onkogenen 
auf andere Zellen und verursacht die damit verbundenen Transformation in Tumorzellen. Neben dem 
EGF-Rezeptor kann auch der Tumornekrosefaktorrezeptor (TNF-Rezeptor) durch Exosomen in eine 
lösliche Form überführt und in das extrazelluläre Milieu entlassen werden (Zhang et al., 2006). 
Exosomen bieten somit eine neue Möglichkeit zur Freisetzung von löslichen Zytokinrezeptoren, die 
anschließend mit löslichen Liganden kompetieren können.  
Im Pankreaskarzinom fördern Exosomen, die Proteine der Tetraspaninfamilie überexprimieren, die 
autokrine Sekretion von Matrix-Metalloproteasen (MMP) und des Wachstumsfaktors VEGF (vascular 
endothelial growth factor) (Gesierich et al., 2006). Aber nicht nur die durch Zellen freigesetzten 
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MMPs sind funktionell aktiv, sondern auch auf Zellkulturexosomen lokalisierte MMPs können 
verschiedene Substrate wie Gelatine und Kollagen spalten (Keller, 2005; Runz et al., 2007). 
Halukinen, et al. konnte diese Daten ergänzen und postulierten die Sekretion von MMP14 durch 
Exosomen als neue Möglichkeit der Zelle, proteolytische Aktivität in die Umgebung abzugeben 
(Hakulinen et al., 2008). Zusätzlich konnten wir Exosomen als zellunabhängige Plattform für 
Ektodomänen-Shedding, einem Prozess, bei dem Transmembranmoleküle durch proteolytische 
Spaltung in lösliche Proteine konvertiert werden, identifizieren (Abbildung 2 B) (Gutwein et al., 2003; 
Stoeck et al., 2006). Normalerweise findet diese Proteolyse auf der Zelloberfläche statt und ist mit 
einer Vielzahl von zellulären Funktionen wie zum Beispiel Migration, Invasion und Tumorprogression 
verbunden. (Huovila et al., 2005; Perez-Torres et al., 2008). 
Welchen Nutzen Tumorexosomen in Zukunft zur Behandlung von Tumorerkrankungen haben wird, 
ist von vielen Faktoren abhängig. Den Einsatz als diagnostisches Hilfsmittel bei der Behandlung von 
Patienten beschreibt Mignot et al. (Mignot et al., 2006). Neben der therapeutischen Wirkung ist auch 
ein diagnostischer Nutzen durch die Anreicherung von Tumormarkern in Exosomen denkbar. Bei 
Blasenkrebs könnten die Profile von den differentiell exprimierten Proteinen (Psoriasin, Kertain-14, 
Galectin-7 und Stratifin) in aus Urin isolierten Exosomen nützliche Marker zur nichtinvasiven 
Diagnose der Krankheit sein.  
Um in der Therapie unerwünschte Exosomen zu Entfernen, schlagen Ischim et.al. eine neue Technik 
vor, die auf Affinitätsaufreinigung basiert (Ichim et al., 2008). Dazu werden an einem Dialysesystem 
spezielle HemopurifierTM-Filter benutzt, die Partikel mit einer stark glykosylierten Oberfläche binden 
können. Da die meisten Exosomen stark glykosylierte Proteine besitzen, kann durch dieses System 
das Blut von systemisch wirkenden Exosomen entfernt werden. Die Bindung von Antikörpern an die 
Filter erlaubt zudem eine selektive Abreicherung von bestimmten Exosomenpopulationen im Blut. 
Weiterhin hat diese Therapie keinen Einfluss auf die Neubildung von unerwünschten Exosomen.  
Neben Tumorerkrankungen spielen Exosomen auch einen Rolle bei Allergien (Admyre et al., 2008) 
und bei Infektionen durch Mykobakterien (Beatty et al., 2000). Aus Gelenkflüssigkeiten von Patienten 
mit rheumatoider Arthritis isolierte Exosomen zeigen zudem citrullinierte Protein, die als 
Autoantigene bekannt sind (Skriner et al., 2006). Weitere Studien zeigen einen Einfluss von 
Exosomen bei Prionerkrankungen. Bei diesen neurodegenerativen Krankheiten, wie die  
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Menschen, Bovine spongiforme Enzephalopathie beim Rind oder 
Scrapie (Traberkrankheit) bei Schafen, tragen wahrscheinlich Exosomen zur Verbreitung der Prionen 
bei. Die natürlich vorkommende Form des Prionproteins PrPc konnte in aus oviner 
Cerebrospinalflüssigkeit aufgereinigten Exosomen gefunden werden (Vella et al., 2008). Zusätzlich 
wurde durch in vitro Versuche mit prionproteinexprimierenden Kaninchenepithelzellen sowohl die 
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natürliche als auch die infektiöse Variante PrPsc in Exosomen nachgewiesen. Diese Exosomen 
besitzen die Fähigkeit andere Zellen zu infizieren (Fevrier et al., 2004). 
Auch retrovirale Erreger, wie das HI-Virus nutzen die intrazellulären Komponenten, die 
normalerweise zur Generation von Exosomen verantwortlich sind (Jouve et al., 2007). In 
Makrophagen nutzt das HI-Virus die MVBs als Hauptort zur Akkumulation (Nguyen et al., 2003). Dazu 
interagiert das Virusprotein Gag mit Tsg101, einem Bestandteil des ESCRT-I-Komplexes (Garrus et al., 
2001). Die freigesetzten Viren besitzen anschließend Marker, die man auch auf Exosomen findet 
(Pelchen-Matthews et al., 2004). 
Eine Sonderstellung nehmen Exosomen in der Entwicklungsbiologie ein. Die Musterbildung in 
vielzelligen Organismen wird durch eine Reihe von Signalmolekülen gesteuert, die Morphogene 
genannt werden. Morphogene wirken konzentrationsabhängig in Form von Gradienten und starten 
in Zellen, je nach Konzentration, unterschiedliche genetische Programme. In der Entwicklung von 
Drosophila sind zahlreiche Morphogene identifiziert worden, die für die richtige Ausbildung von 
Geweben und Organen eine Rolle spielen (Lawrence und Struhl, 1996). Zu diesen Morphogenen 
gehört beispielsweise Wingless, dessen Sekretion mit exosomenähnlichen Vesikeln, Argosomen 
genannt, assoziiert ist (Greco et al., 2001). Dabei wird der Wingless-Gradient durch wiederholte 
Transzytosen durch benachbarte Zellen ausgebildet.  
Abgesehen von den Effekten, die durch Proteine auf oder in Exosomen vermittelt werden, spielen 
Exosomen eine Rolle beim Transfer von RNA zwischen verschiedenen Zellen. Valadi et al. konnten 
erstmals zeigen, dass durch Exosomen genetische Information von einer Zelle auf die nächste 
übertragen werden kann und das dort funktionell aktive Protein synthetisiert werden. Der Transfer 
von murinen Exosomen auf humane Mastzellen führt zur Synthese von murinen Proteinen in den 
humanen Zellen (Valadi et al., 2007). Durch Microarray-Analysen konnten zusätzlich die funktionelle 
mRNA von 1.300 Genen sowie microRNAs gefunden werden. 
Neben pathogenen Erscheinungen von Exosomen, scheinen diese auch während der 
Schwangerschaft einen regulatorischen Einfluss auf das Immunsystem zu haben. Bei Frauen mit 
Frühgeburten konnten weniger Exosomen isoliert werden als bei Frauen, die termingerecht gebaren. 
Unterschiede gab es auch in der Proteinzusammensetzung der Exosomen. Exosomen der 
letztgenannten Gruppe enthielten mehr biologisch aktive Proteine wie Fas Ligand und HLA-DR und 
führten zu einer stärkeren Inhibition der T-Zell Proliferation durch Suppression von CD3-ζ und der 
Janus-Kinase 3 (JAK3). Diese Exosomen sind positiv für Plazentamarker und stammen von der Mutter. 
Sie scheinen einen Einfluss auf die maternale Immunreaktion gegenüber dem Fetus zu haben (Taylor 
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et al., 2006). Welchen Einfluss Exosomen, die vom Fetus abstammen auf das maternale 
Immunsystem haben, wurde bislang noch nicht beschrieben. 
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2. Schwangerschaftsimmunologie 
2.1. Ablauf der Schwangerschaft 
Die Schwangerschaft dauert beim Menschen, von der Befruchtung der Eizelle bis zur Geburt des 
Kindes, 267 Tage und wird in drei Abschnitte (Trimester) zu je drei Monaten aufgeteilt (Drews, 1993). 
Nach Eindringen des Spermiums (Imprägnation) teilt sich die befruchtete Eizelle mehrfach (Furchung) 
und erreicht innerhalb der ersten 2-3 Tage das 16 Zellstadium (Morula). In diesem Stadium erreicht 
der Embryo, der nach Ovulation durch die Eileiter gewandert ist, den Uterus. Durch Differenzierung 
und weitere Teilungen der Zellen entwickelt sich der Keim nach 4-5 Tagen zur Blastozyste und 
schlüpft aus der Zona pellucida, welche die Blastozyste bis zu diesem Zeitpunkt umgibt. Die äußeren 
Zellen der Blastozyste werden als Trophoblast bezeichnet. Im Inneren bildet sich ein Hohlraum, an 
dessen Innenwand sich der Embryoblast anlagert (Abbildung 6 A). Während sich aus dem 
Embryoblast alle zellulären Anteile des Embryos bilden, entwickelt sich aus dem Trophoblast die 
Plazenta. Zwischen dem 5.-6. Tag nach der Ovulation nistet sich die Blastozyste in die 
Uterusschleimhaut ein (Nidation). Die Gebärmutterschleimhaut hat sich hierfür nach dem letzten 
Menstruationszyklus regeneriert und befindet sich unter Einfluss von Östradiol auf dem Höhepunkt 
der Sekretionsphase. In dieser Zeit scheint das Erkennungsvermögen des Endometriums für fremdes 
Gewebe herabgesetzt. Während der Implantation kommt es in der Gebärmutterschleimhaut zur 
dezidualen Reaktion. Dabei schwellen progesteronvermittelt die Zellen des Bindegewebes durch 
Einlagerung von Glykogen und Fett zu großen polygonalen Zellen an. In den venösen Blutgefäßen 
staut sich das Blut. Zeitgleich beginnt sich der Trophoblast nach Kontakt mit der Schleimhaut stark zu 
teilen. Die neu entstandenen Trophoblastenzellen verschmelzen unter Verlust ihrer Zellgrenzen 
miteinander und bilden ein mehrkerniges Synzytium, den Synzytiotrophoblasten. Die verbleibenden 
nichtverschmelzenden Trophoblastenzellen werden als Zytotrophoblast bezeichnet. Zellteilungen 
finden nur noch im Zytotrophoblast statt. Neu entstehende Zellen werden durch Fusion fortlaufend 
in das Synzytium aufgenommen (Abbildung 6 B). 
Der Synzytiotrophoblast dringt weiter infiltrativ in die Uterusschleimhaut ein und löst dabei 
Endometrium und subendotheliales Gewebe durch Proteolyse auf. Er sekretiert  
Matrix-Metalloproteasen, resorbiert freiwerdende Proteine, Zucker und Lipide und phagozytiert 
Zellreste. Das invasive Wachstum fördert zudem die Bildung von labyrinthartig miteinander 
verbundenen Lakunen. Die Trophoblastenzellen arrodieren schließlich maternale Arteriolen und 
Venolen. Das Einströmen von mütterlichem Blut in die Lakunen ist der Beginn des uteroplazentaren 
Kreislaufs. Der Keim vergrößert sich dabei und wandert immer mehr in die Schleimhaut ein. Am  
11. Tag ist der Embryo komplett eingedrungen und die Implantation beendet. 
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Abbildung 6: Einnistung des Trophoblasten und Differenzierung in Zytotrophoblast und Synzytiotrophoblast. 
A Nach seiner Anheftung an das Endometrium des Uterus beginnt sich der Trophoblast stark zu teilen und bildet 
ein invadierendes Synzytium. B In der weiteren Entwicklung gliedert sich der Trophoblast in Zytotrophoblast und 
Synzytiotrophoblast. Durch Arrodierung von maternalen Blutgefäße füllen sich die vom Synzytiotrophoblast 
gebildeten Lakunen mit Blut.  
Eine unzureichende Invasion kann zu Komplikation während der Schwangerschaft führen, dazu 
gehören schwangerschaftsbedingte Stoffwechselkrankheiten (Gestosen) und Aborte. Wächst der 
Trophoblast zu tief ein, kann es zu einer Plazenta accreta (Trophoblast wächst in des Myometrium 
des Uterus ein) bzw. percreta (Trophoblast wächst bis in die Serosa des Uterus ein) kommen. Die 
Invasion des Trophoblasten ist somit ein kritischer Schritt während der Schwangerschaft. Dabei 
spielen maternale NK-Zellen, die regulativ auf den Trophoblasten einwirken, eine wichtige Rolle. 
Der Trophoblast besteht aus Ektoderm und wird als primäres Chorion bezeichnet. Nach Ausbildung 
der Keimblätter (Gastrulation) und der damit verbundenen Bildung des Mesoderms in der dritten 
Schwangerschaftswoche (SSW), bekommen das primäre Chorion eine mesenchymale Komponente. 
Diese kleidet als Chorionmesoderm die Trophoblastenhöhle aus und bildet unter anderem die 
Chorionzotten. Die ausdifferenzierten Zotten bieten dem Embryo Stoffwechselleistungen, die der 
Resorptionsfunktion der Dünndarmzotten, der Sekretionsfunktion der Niere und der 
Atmungsfunktion der Lunge entsprechen. Die Chorionplatte, an der die Zotten sitzen und die 
Basalplatte, die unter anderem aus der Dezidua besteht, bilden zusammen die funktionelle Einheit 
der Plazenta, die ab der 13. SSW die hämatotrophe Versorgung des Fetus übernimmt. Sie ist das 
Resultat der uteroplazentaren Kreislaufentwicklung, die durch Invasion des Trophoblasten begonnen 
hat. 
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2.2. Fruchtwasser 
Der Embryo ist zu diesem Zeitpunkt von drei Eihäuten, dem fötalen Amnion und Chorion sowie der 
maternalen Dezidua umgeben. Die Gesamtheit aller Eihäute bildet die Fruchtblase, die mit 
Fruchtwasser gefüllt ist. In der 10. SSW sind ca. 20 ml Fruchtwasser vorhanden. Während der 
Schwangerschaft nimmt die Menge kontinuierlich zu, in der 22. SSW sind ungefähr 630 ml und in der 
28. SSW etwa 800 ml vorhanden (Brace und Wolf, 1989). Zwischen der 29. und 37 Woche ändert sich 
das Volumen kaum, bis es nach der 39. SSW zu einer Reduktion der Flüssigkeitsmenge auf etwa 
510 ml kommt (Gadd, 1966). Abweichungen der Fruchtwassermenge werden als Polyhydramnion 
(1.500-2.000 ml) oder Oligohydramnion (200-500 ml) bezeichnet. Fruchtwasser besteht zu  
98-99 % aus Wasser. Die chemische Zusammensetzung variiert je nach Stadium der Schwangerschaft 
(Modena und Fieni, 2004). Insgesamt lagern sich ca. 4 Liter Wasser während der Gravidität in den 
intrauterinen Geweben ein (Catalano et al., 1995). Dieses Volumen verteilt sich auf Fetus (2.800 ml), 
Plazenta (400 ml) und Fruchtwasser (800 ml). Die Bildung von Fruchtwasser ist ein höchst 
dynamischer Prozess, an dem viele Mechanismen beteiligt sind. Bereits in der 8.-11. Woche entleert 
der Embryo zum ersten Mal seine Blase und trägt dadurch zur Fruchtwasserbildung bei. Im Laufe der 
Zeit steigt die Sekretionsleistung des kindlichen Urogenitaltraktes sukzessive an und dominiert die 
Fruchtwasserbildung in der zweiten Hälfte der Schwangerschaft (Lotgering und Wallenburg, 1986). 
Üblich ist eine Urinleistung von 25 % des Körpergewichtes pro Tag. Kurz vor der Entbindung werden 
so bis zu 1.000 ml Urin pro Tag produziert (Fagerquist et al., 2001; Rabinowitz et al., 1989). Mit dem 
ersten Urin beginnt der Fetus Fruchtwasser zu trinken, in späten Phasen der Schwangerschaft nimmt 
er 210-760 ml pro Tag auf (Pritchard, 1965). Ein Großteil der Flüssigkeit wird vom fetalen Darm 
resorbiert und zum Teil über den plazentaren Kreislauf in die mütterliche Blutbahn abgegeben.  
Da die meisten Metabolite über die Ausscheidungsfunktion der Plazenta vom kindlichen Kreislauf 
entfernt werden, ist Fruchtwasser im ersten Trimester isotonisch und enthält nur wenig Proteine 
(Campbell et al., 1992). In der zweiten Schwangerschaftshälfte reichern sich 
Stoffwechselendprodukte wie Harnstoff, Kreatinin und Harnsäure im Fruchtwasser an und 
übersteigen die Menge im fetalen Plasma um das zwei- bis dreifache (Gillibrand, 1969).  
Die zweitgrößte Quelle von Fruchtwasser ist die fetale Lunge. Studien bei Schafen, die kurz vor der 
Geburt standen, hatten gezeigt, dass 200-400 ml Flüssigkeit pro Tag (10 % des Körpergewichtes) 
durch die Lungen abgegeben werden können. Vermittelt wird die Sekretion durch einen aktiven 
Transport von Chloridionen durch das Lungenepithel und dem damit verbundenen osmotischen 
Ausgleich durch Wasser (Adamson et al., 1975). Unter physiologischen Bedingungen wird etwa die 
Hälfte der Lungenflüssigkeit vom Fetus geschluckt und die andere Hälfte wird in die Amnionhöhle 
abgegeben (Brace et al., 1994). Zusätzlich kann in der ersten Hälfte der Schwangerschaft (bis zur  
22.-25. SSW) Flüssigkeit auch direkt durch die hochpermeable nicht keratinisierte Haut abgesondert 
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werden. Bei Frühgeburten wurde eine erhöhte transdermale Sekretion von Feten beobachtet als bei 
termingerechten Geburten (Kilpatrick et al., 1991). Wie die Homöostase der Fruchtwasserbildung 
aufrecht erhalten wird, ist weitgehend unbekannt. Drei verschiedene Mechanismen scheinen jedoch 
hierfür verantwortlich zu sein: (1) Kontrolle des Transfers von Wasser und gelösten Stoffen durch die 
Plazenta, (2) Regulation des Zu- und Ablaufs durch den Fetus (Sekretion von Urin, Trinken von 
Fruchtwasser), (3) maternale Reaktion durch Regulation des Blutplasmavolumens (Ross et al., 1996; 
Sciscione et al., 1997). Am Ende der Schwangerschaft erneuert sich, durch Zusammenspiel der 
verschiedenen Prozesse, die Amnionflüssigkeit etwa einmal innerhalb drei Stunden. Wird aufgrund 
einer Fehlbildung im fetalen Urogenitaltrakt zu wenig Urin produziert, so führt dies zum 
Oligohydramnion, was sich in Fehlbildungen des Schädels und des Gesichtes, verschobenen Hüften, 
Fehlbildung der Füße und einer Unterentwicklung der Lunge äußern kann.  
2.3. Fetale Toleranz 
Im normalen Schwangerschaftsverlauf kommt es durch die Plazentation zu einer massiven Infiltration 
von fetalen Zellen in das mütterliche Gewebe. Dieser Vorgang weißt Parallelen zu dem invasiven 
Verhalten von malignen Tumoren auf. Durch die potentielle Expression von paternalen Antigenen ist 
der Embryo für den mütterlichen Organismus als fremd (allogen) zu werten. In der Dezidua treffen 
die Zellen des Trophoblasten unmittelbar auf Zellen maternaler Herkunft. Normalerweise kommt es 
bei Allotransplantaten zu einer starken Antikörper und T-Zell vermittelten Immunantwort. Warum es 
in den meisten Fällen einer Schwangerschaft zu keiner Abstossungsreaktion gegenüber dem Fetus 
kommt, ist die zentrale Frage der Schwangerschaftsimmunologie. Der Fetus, der als intrauterines 
Allotransplantat angesehen wird, scheint eine immunologische Ausnahmesituation darzustellen, die 
durch spezielle Mechanismen zur Toleranzentwicklung führt.  
Es gibt verschiedene Theorien, welche die Toleranzentstehung zu erklären versuchen. Eine postuliert 
die anatomische Trennung des fetalen und maternalen Blutkreislaufes durch die Plazentaschranke.  
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass es zwischen dem Fetus und der Mutter zum Austausch von 
Zellen kommen kann. So wurden fetale Zellen des Trophoblasten in der Lunge der Mutter, aber auch 
maternale Zellen im Kreislauf des Fetus gefunden (Bianchi et al., 1994; Lo et al., 1996). Eine zweite 
Theorie beschreibt eine generelle Immunsuppression des mütterlichen Immunsystems. Wäre dies 
der Fall, so müssten Schwangere eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber Infektionen aufweisen.  
Da Schwangere im Allgemeinen kein erhöhtes Infektionsrisiko haben (Larsen, 1983), konnte diese 
Theorie ebenfalls widerlegt werden. Die letzte Möglichkeit geht von einer Unreife der kindlichen 
Zellen zur Expression der Haupthistokompatibilitätskomplexmoleküle und einer damit vermittelten 
immunologischen Starre aus. Tafuri et al. konnten jedoch alloreaktive Zellen systemisch in der 
Mutter nachweisen und mit ihrer Studie eine aktive Regulation der Immunantwort an der  
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fetalen-maternalen Schnittstelle beweisen (Tafuri et al., 1995). Nachdem diese und andere 
klassischen Theorien im Laufe der Zeit widerlegt wurden, stellt sich die Frage, welche Prozesse in der 
Schwangerschaftsimmunologie eine entscheidende Rolle spielen. Hierbei scheint die Expression von 
bestimmten MHC-Molekülen im fetalen Gewebe von großer Bedeutung zu sein.  
2.3.1. Expression von MHC-Molekülen im fetalen Gewebe 
Der Haupthistokompitibilitätskomplex (MHC, major histocompatibility complex) beinhaltet eine 
Gruppe von Genen, deren Produkte für die Immunerkennung, die Gewebeverträglichkeit 
(Histokompatibilität) bei Transplantationen und die immunologische Individualität wichtig sind.  
MHC-Moleküle lassen sich in zwei Gruppen einteilen, deren Aufgabe die Präsentation von Peptiden 
an T-Lymphozyten ist. Sie unterscheiden sich in der Herkunft der präsentierten Peptide und in der 
mit ihnen reagierenden T-Zell Population.  
MHC-Klasse-I-Moleküle präsentieren zelluläre Antigene von sowohl gesunden Zellen (selbst), die 
keine Immunantwort auslösen, als auch endogener viraler und tumorspezifischer Antigenen (fremd). 
Klasse-II Moleküle übernehmen die Präsentation extrazellulärer Antigene (z.B. Bakterien), die jedoch 
erst durch Endozytose aufgenommen und im Endosomen prozessiert werden müssen, bevor die 
MHC-Moleküle damit beladen werden können. Während Klasse-I-Moleküle auf fast allen 
kernhaltigen Zellen vorkommen, ist die Expression von Klasse-II Molekülen auf Immunzellen  
(B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Makrophagen, Antigen-präsentierende Zellen) beschränkt. 
Klassischerweise interagieren CD4-T-Zellen (T-Helferzellen) mit MHC-II und CD8-T-Zellen (zytotoxische 
T-Zellen) mit MHC-I-Molekülen. Eine weitere Funktion der MHC-I-Moleküle ist die Inhibierung oder 
Aktivierung von NK-Zellen (Munz et al., 1997). Da die Zellen des Trophoblasten keine  
MHC-Klasse-II-Moleküle besitzen, kann eine Interaktion mit CD4-positiven T-Helferzellen 
ausgeschlossen werden. 
Beim Menschen wird der MHC-Komplex auch HLA (humanes leukozytenassoziiertes Antigen) 
genannt. Die Moleküle der Klasse I werden in zwei Gruppen eingeteilt. Man unterscheidet die 
hochpolymorphen klassischen Transplantationsantigene HLA-A, -B und –C (Klasse Ia) und die 
begrenzt polymorphen Moleküle HLA-E, -F und –G (Klasse Ib). Der Trophoblast stellt in Bezug auf 
seine Expression von HLA-Klasse-I-Molekülen eine große Ausnahme dar. An der Oberfläche des 
Synzytiotrophoblasten wurden bisher keine HLA-Moleküle gefunden. Auf dem Zytotrophoblast sind 
zwar Klasse-I-Moleküle nachweisbar, allerdings nicht die hochpolymorphen HLA-A- und  
HLA-B-Isotypen, sondern nur das weniger polymorphe HLA-C und die wenig bis kaum polymorphen  
Klasse-Ib-Moleküle: HLA-E, -F und –G (Hammer et al., 1997; Hutter et al., 1996). HLA-G ist 
monomorph und kommt in vier membrangebundenen sowie drei löslichen Isoformen vor.  
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Lösliches HLA-G ist in der gesamten Plazenta sowie im fetalen und mütterlichen Blut nachweisbar. 
Membrangebundenes HLA-G befindet sich auf dem Zytotrophoblasten, dem embryonalen Epithel der 
Chorionzotten und im Amnionepithel. Zusätzlich wurde es im Thymus und auf einigen Tumorzellen 
(Lymphome, Melanome, …) gefunden (Carosella et al., 1995). Die fehlende Expression von HLA-A und 
HLA-B schützt den Embryo vor den mütterlichen T-Zellen. Während zytotoxische T-Zellen eine Zelle 
dann zerstören, wenn sie MHC-Klasse-I-Moleküle mit einem fremden Peptid präsentieren  
(z.B. virusinfizierte Zellen) oder selbst fremd sind (z.B. Transplantate), reagieren NK-Zellen auf das 
Fehlen von MHC-I-Molekülen. 
2.4. NK-Zellen in der Schwangerschaft 
Natürliche Killerzellen bilden neben den T-Zellen und den B-Zellen die dritte Unterklasse von 
Lymphozyten. Sie unterscheiden sich morphologisch von der Mehrzahl der Lymphozyten durch 
zahlreiche zytoplasmatische Granula. Sie können virusinfizierte Zellen und Tumorzellen zerstören. 
Diese Eigenschaft teilen sie mit zytotoxischen T-Zellen. Sie stammen beide von gemeinsamen 
CD34+-Vorläuferzellen ab (Colonna et al., 1993; Sanchez et al., 1994). NK-Zellen gehören im 
Gegensatz zu T-Zellen zur angeborenen Immunität, d.h. die Erkennung und Lyse der Zielzelle kann 
direkt ohne eine vorausgehende Lernphase des Immunsystems erfolgen. Die angeborene 
Immunantwort ist somit eine der ersten Reaktionen des Immunsystems auf Pathogene und kann 
dadurch einen Großteil der Infektionen bereits im Frühstadium abwehren. 
2.4.1. Phänotyp von NK-Zellen 
Normalerweise sind NK-Zellen negativ für den T-Zellrezeptor/CD3-Komplex, sowie für die Moleküle 
CD4 und CD8 (CD3-/TCR-CD4-CD8-). Sie exprimieren CD56 eine Isoform des NCAM (neural cell 
adhesion molecule) auf ihrer Oberfläche (Hercend et al., 1985). Etwa 10 % der Zellen exprimieren 
sehr viel CD56 (CD56bright) und nur wenig (CD16dim) oder kein CD16 Antigen (CD16-) (Lanier et al., 
1986). Bei diesen Zellen handelt es sich um unreife Vorläuferzellen. Sie besitzen eine hohe 
Proliferationsrate, kaum zytoplasmatische Granula und dadurch nur eine schwache zytolytische 
Aktivität (Nagler et al., 1989; Vivier et al., 1993). Reife NK-Zellen exprimieren hingegen wenig CD56 
(CD56dim) und viel CD16-Antigen (CD16+). CD16 (FcγRIIA) ist ein niederaffiner Rezeptor für die  
Fc-Region von Immunglobulinen der Klasse IgG. Durch den Rezeptor können NK-Zellen an 
antikörpermarkierte Zielzellen durch Interaktion mit dem Fc-Teil des Immunglobulins binden und die 
Zielzelle lysieren, einen Prozess den man antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC, 
antibody dependent cell mediated cytotoxicity) nennt (Lanier et al., 1988).  
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2.4.2. Aufgaben und Funktionen von NK-Zellen 
NK-Zellen lysieren MHC-Klasse-I negative sowie transformierte und virusinfizierte Zellen mit 
veränderter MHC-I-Expression, unabhängig von der Antigenpräsentation durch das MHC-Molekül. 
Dies führt zum Schutz vor Pathogenen und Tumorzellen, die durch Herunterregulation des  
MHC-I-Rezeptors einen Immunantwort entkommen möchten (missing self-Theorie) (Ljunggren und 
Karre, 1990). Man unterscheidet zwischen der sekretorischen und der nicht-sekretorischen Lyse. 
Während letztere Apoptose durch Interaktion mit Apoptoserezeptoren auslöst, spielen bei der 
sekretorischen Lyse die Inhalte der sekretorischen Granula eine Rolle. In diesen Granulen befinden 
sich unter anderem Perforine und Granzyme. Perforine lagern sich nach Sekretion in der Membran 
der Zielzelle ein und bilden dort durch Polymerisation zylinderförmige Strukturen aus, die als Poren 
dienen. Durch die Verletzung der Zellintegrität kommt es zum osmotischen Ausgleich mit dem 
extrazellulären Milieu, die Zellen schwellen an und platzen. Granzyme aus der Familie der 
Serinproteasen gelangen durch die Perforinporen in die Zelle und aktivieren dort den 
programmierten Zelltod (Apoptose), zum Beispiel durch Spaltung und Aktivierung von Caspasen. 
Desweiteren modulieren aktivierte NK-Zellen andere Immunzellen durch Sekretion von Zytokinen wie 
zum Bespiel IFN-γ, TNF, GM-CSF, CSF1 und IL-5 (Anegon et al., 1988; Leibson, 1997; Warren et al., 
1995).  
2.4.3. Uterine NK-Zellen der Dezidua 
Die Dezidua weißt einige Besonderheiten in Bezug auf ihrer Ausstattung mit Immunzellen auf. In der 
Uterusschleimhaut befinden sich in den Präovulationsphase nur wenige NK-Zellen. Ihre Zahl nimmt 
stetig zu und hat ihren Höhepunkt in der späten sekretorischen Phase, bis normalerweise einige Tage 
vor der Menstruation die Population durch Apoptose wieder abnimmt (King et al., 1996). Im Falle 
einer Schwangerschaft bleibt die Zahl der NK-Zellen konstant, so dass während der Implantation  
ca. 70 %, der gesamten Leukozyotenpopulation der Dezidua NK-Zellen sind. Weitere 20 % sind  
CD14+-Makrophagen und 10 % CD3+-T-Zellen, B-Zellen sind abwesend (Dietl et al., 1992; Starkey et 
al., 1988). Da NK-Zellen den größten Teil der Leukozyten während der Schwangerschaft bilden, 
wurde in den folgenden Untersuchungen hauptsächlich diese Zellpopulation analysiert. Die 
Infiltration der Dezidua mit NK-Zellen ist Teil der zyklischen Veränderungen des Endometriums und 
wird durch Sexualhormone, insbesondere Progesteron gesteuert. Woher die Zellen kommen ist 
weitgehend unklar. Einige Theorien gehen von einwandernden NK-Zellen aus dem peripheren Blut 
aus, die im Uterus proliferieren und sich zu uterinen NK-Zellen differenzieren. Die NK-Zellen 
exprimieren dazu L-Selektin und CXCR4 und migrieren in Richtung des Liganden CXCL12, der im 
Trophoblast und in der Dezidua gefunden wurde (Frey et al., 1998; Sentman et al., 2004). Diese 
dezidualen oder uterinen NK-Zellen (uNK) sind in den Bereichen, in denen sich der Trophoblast 
 
EINLEITUNG B 30 
einnistet, besonders stark vertreten und unterscheiden sich von peripheren NK-Zellen 
(CD56dimCD16+CD3) durch ihren Phänotyp (CD56brigthCD16-CD3-) und ihre Eigenschaften (King et al., 
1991; Koopman et al., 2003). Für die Konversion von CD56dimCD16+ peripheren NK-Zellen in 
CD56brightCD16- uterinen NK-Zellen, konnte vom dezidualen Stroma produziertes TGF-β 
verantwortlich gemacht werden (Keskin et al., 2007). Messung der Telomerlängen zeigen zudem, 
dass CD56brightCD16- uterinen NK-Zellen kürzere Telomere als CD56dimCD16+ peripheren NK-Zellen 
haben. Da sich Telomere durch Wachstum und Differenzierung ständig verkürzen, unterstützt dieses 
Ergebnis die Vorläuferrolle der peripheren NK-Zellen. Das Fehlen des Fc-Rezeptors (CD16) auf  
uNK-Zellen unterbindet, wie bei den NK-Vorläuferzellen, eine antikörperabhängige zellvermittelte 
Zytotoxizität.  
Periphere NK-Zellen bilden 10-15 % der zirkulierenden Lymphozyten, dabei kann zwischen zwei 
Subpopulationen unterschieden werden, von denen ungefähr 90 % zytolytisch und 10 % stark 
zytokinsekretierend sind. Beide Populationen findet man auch bei uterinen NK-Zellen, jedoch mit  
sekretieren Zytokine. Obwohl die zytolytische Funktion wesentlich reduziert ist, besitzen diese Zellen 
dennoch zahlreiche Granula, die normalerweise für die Lyse von Zielzellen notwendig sind und 
erscheinen deswegen im Mikroskop als große granuläre Lymphozyten (LGL, large granular 
lymphocytes).  
 
Abbildung 7: Vergleich zwischen peripheren NK-Zellen des Blutes und uterinen NK-Zellen in der 
Schwangerschaft. A zeigt die wichtigsten Eigenschaften von peripheren NK und B von uterinen NK-Zellen. 
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Hanna et al. konnten zeigen, dass deziduale NK-Zellen Angiogenese und die Chemoattraktion des 
Trophoblasten vermitteln (Hanna et al., 2006). Die Invasion des Trophoblasten wird dabei durch  
IL-8 (Interleukin-8) und IP-10 (interferon-inducible protein-10) kontrolliert. Diese Chemokine können 
an Rezeptoren des invasiven Trophoblasten binden (Li et al., 2001). Proangiogenetische Faktoren wie 
VEGF (vascular endothelial growth factor), PLGF (placental growth factor ) und ANG2 (Angiopoietin 2) 
fördern zudem das Einwachsen von Blutgefäßen in die Dezidua (Li et al., 2001). In der Maus spielt 
Interferon-γ eine entscheidende Rolle, ohne dessen Produktion keine erfolgreiche Schwangerschaft 
etabliert werden kann (Ashkar und Croy, 1999). Die dabei sekretierten Chemokine gehören nicht zu 
dem Proteinrepertoire von NK-Zellen aus dem peripheren Blut und stellen eine Besonderheit der 
uNK-Zellen dar (Tabiasco et al., 2006). 
2.4.4. Regulation der NK-Zellaktivität – Expression von CD94/NKG2D und KIRs 
Auf der Oberfläche von NK-Zellen wurde eine Reihe von Molekülen entdeckt, die an MHC-I-positive 
Zellen binden und entweder aktivierende oder inhibierende Signale übermitteln können. Die einzigen 
NK-Zellliganden, die auf Trophoblastenzellen gefunden wurden, sind HLA-G, HLA-C und HLA-E (Ellis et 
al., 1990; King et al., 2000b; Kovats et al., 1990). Alle uNK-Zellen exprimieren das inhibitorische 
Heterodimer CD94/NKG2D, das an HLA-E bindet (King et al., 2000a). Da sowohl die Zellen des 
Trophoblasten als auch die maternalen Stromazellen HLA-E exprimieren, scheint dieser Rezeptor die 
Lyse von Zellen in der umliegenden Nachbarschaft zu verhindern. Die Rezeptoren für HLA-C auf der 
Oberfläche von NK-Zellen sind die Mitglieder der KIR-Familie (killer cell Ig-like receptor). Sie werden 
von uNK-Zellen stärker exprimiert als von den NK-Zellen des peripheren Blutes von Schwangeren. 
Damit reagieren die uterinen NK-Zellen auf die verstärkte Expression von HLA-C im Uterus (Hiby et 
al., 1997; Verma et al., 1997). Diese Tatsache ist überraschend, da KIR-Expression auf NK-Zellen des 
Blutes zwischen verschiedenen Individuen sehr stabil ist und normalerweise kaum voneinander 
abweicht (Valiante et al., 1997). In den unreifen NK-Zellen des Blutes (CD56brigth) finden sich keine 
KIRs. Wenn diese Zellen als Vorläufer für uNK-Zellen dienen, dann scheint die Expression der 
Rezeptoren in utero induziert zu werden (Jacobs et al., 2001). Der zugrundeliegende Mechanismus 
hierfür ist unbekannt.  
NK-Zellen unterliegen somit gleichzeitig unterschiedlichen Einflüssen. Während die Mehrzahl der 
MHC-I-Liganden eine hemmende Wirkung auf die zytotoxische Aktivität ausübt, existieren auch  
NK-Rezeptoren, die den gegenteiligen Effekt haben und die Zelle auf Kontakt aktivieren. 
Interessanterweise aktiviert CD94/NKG2C NK-Zellen nur in dem speziellen Fall, wenn der Ligand  
HLA-E das Signalpeptid von HLA-G präsentiert. Da nur HLA-G exprimierende Zellen HLA-E mit dem 
Signalpeptid beladen können, dies geschieht indem das Peptid nach Synthese des Proteins im 
Zytoplasma abgespalten wird, kann der Rezeptor sehr spezifisch NK-Zellen des Zytotrophoblasten 
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aktivieren. Die Aktivierung von NK-Zellen ist üblicherweise durch die Zytolyse der Zielzelle definiert. 
Da ein Großteil der uterinen NK-Zellen zytokinsekretierend wirken, ist hier eine Aktivierung mit der 
Freisetzung von GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulation factor), CSF1 (colony-
stimulation factor 1), TGF-β (transforming growth factor) und INF-γ (Interferon-γ) korreliert.  
Die freigesetzten Zytokine können an den entsprechenden Rezeptoren auf den Trophoblasten binden 
und deren Funktionalität beeinflussen. Der Kontakt mit HLA-G scheint außerdem in uNK-Zellen 
Apoptosevorgänge auszulösen (Croy et al., 1997; Emmer et al., 2002), während der Kontakt mit 
löslichem HLA-G zum Schutz des Embryos vor der zytotoxischen Reaktion der NK-Zellen beiträgt 
(Fuzzi et al., 2002). Diese Expression scheint für eine erfolgreiche Implantation essentiell zu sein. 
Mehrere Studien hatten gezeigt, dass die Chancen einer erfolgreichen Implantation mit Sekretion 
von löslichem HLA-G korrelieren (Noci et al., 2005; Sher et al., 2005; Sher et al., 2004).  
Nach der 20. SSW nimmt die Zahl der uterinen NK-Zellen wieder ab und gegen Ende der 
Schwangerschaft fehlen sie völlig. Diese Tatsache betont eventuelle Funktionen, die im 
Zusammenhang mit dem Beginn der Schwangerschaft stehen. Da fetale Fruchtwasserexosomen und 
uterine NK-Zellen in räumliche Nähe zueinander kommen können, ist die Frage offen, welchen 
Einfluss diese fetalen Exosomen auf die maternalen Zellen des Immunsystems haben. Es ist denkbar, 
dass durch Exosomen die Konversion von peripheren NK-Zellen in uterine NK-Zellen unterstützt wird. 
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C FRAGESTELLUNG 
Exosomen spielen eine immer bedeutendere Rolle in der Zellbiologie und konnten in letzter Zeit mit 
einer steigenden Anzahl von Erkrankungen und physiologischen Prozessen in Verbindung gebracht 
werden. Viele Zelllinien und Primärzellen können Exosomen konstitutiv aber auch durch einen 
Stimulus induziert sekretieren. Welches Schicksal die freigesetzten Exosomen haben und auf welche 
Weise die verschiedenen Stimuli wirken, wurde im ersten Teil der Arbeit untersucht. Grundlage für 
alle durch Exosomen vermittelten Funktionen ist der Kontakt zwischen Zellen und Exosomen, bzw. 
die Aufnahme der Exosomen durch die Zellen. Dabei sind die verantwortlichen Prozesse noch 
weitgehend unbekannt. Mithilfe eigens entwickelter Färbemethoden wurden die Mechanismen, die 
für die Aufnahme von Exosomen verantwortlich sind, untersucht und näher charakterisiert. 
Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit Exosomen aus Körperflüssigkeiten. Hierzu wurden 
Exosomen aus dem Fruchtwasser von Schwangeren isoliert. Es sollte untersucht werden, welche 
Proteinzusammensetzung Fruchtwasserexosomen haben und ob sich CD24 als neuer Marker zur 
Identifikation des Ursprunges dieser Exosomen eignet. Zusätzlich sollte zur Trennung von fetalen und 
maternalen Exosomen eine biochemische Methode entwickelt und der Einfluss von 
Fruchtwasserexosomen auf NK-Zellen untersucht werden. Diverse Studien konnten eine durch die 
Schwangerschaft bedingte Veränderung des Phänotyps von NK-Zellen in der 
Gebärmutterschleimhaut zeigen. Dies geht einer funktionellen Umgestaltung der Zellfunktionen 
einher, aus primär zytotoxischen werden zytokinsekretierende NK-Zellen. Die Untersuchungen dieser 
Arbeit haben zum Ziel einen möglichen Mechanismus für den intrauterinen Wechsel des Phänotyps 
zu beschrieben.  
Die Wirkung von Fruchtwasserexosomen auf das Immunsystem zeigt Parallelen zu 
Tumorerkrankungen. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit befasst sich mit der Frage, weshalb in 
malignem Aszites große Mengen an Exosomen vorhanden sind und welche Bedeutungen dies für das 
Tumorwachstum und für Zellen des umliegenden Gewebes, inklusive der Zellen des Immunsystems, 
haben kann. In einem murinen Tumormodell sollte der Einfluss von Aszitesexosomen auf das 
Wachstum untersucht werden. 
Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit überprüft, ob Exosomen als zelluläres 
Kommunikationsmittel, in einer autokrinen, parakrinen und endokrinen Weise, wirken können. 
 
 




 Medium Ursprungsgewebe Herkunft 
SKOV3ip DMEM humane Ovarialkarzinom-Zelllinie Tumorbank, DKFZ Heidelberg 
SKOV3ip 
Luziferase DMEM 
SKOV3ip-Zellen transfiziert mit 
Luziferase 
Silke Wolterink, DKFZ 
Heidelberg 
OVMz DMEM humane Ovarialkarzinom-Zelllinie Dr. Achim Krüger, München 





 1640 + 
100U IL-2/ml 
humane NK Zelllinie 
große granuläre Lymphozyten-
Leukämie 
Dr. Carsten Watzl, 
Universität Heidelberg 
NK92-C1 MEM Alpha humane NK Zelllinie  Non-Hodgkin's Lymphom 
Dr. Carsten Watzl, 
Universität Heidelberg 
Yt RPMI 1640 humane NK Zelllinie 
akutes lymphoblastisches Lymphom 
Dr. Christine Falk, 
Universität Heidelberg 
Jurkat RPMI 1640 humane T-Zell Leukämie-Zelllinie Tumorbank, DKFZ Heidelberg 
K562 IMDM humane Erythro-Leukämie Zelllinie  
chronische myeloische Leukämie 
Tumorbank, DKFZ 
Heidelberg 
721.221 IMDM human Epstein-Barr-Virus -transformierte B Zelllinie 
Dr. Carsten Watzl, 
Universität Heidelberg 
HK-2 DMEM/Ham’s F12 retroviral transformierte humane proximale Tubulus-Epitheliale-Zelllinie 
Dr. Paul Gutwein, 
Universität Frankfurt 
HMC DMEM humane Mesangium Zellen Dr. Paul Gutwein, Universität Frankfurt 
HPC  RPMI 1640 humane bedingt immortalisierte Podozyten 
Dr. Paul Gutwein, 
Universität Frankfurt 




10 % fötales Kälberserum (Life Technologies) 
2 mM Glutamin (PAA) 
serumfreies DMEM wie DMEM, jedoch ohne FCS 
RPMI 1640 RPMI1640 (PAA) 10 % fötales Kälberserum (Life Technologies) 
MEM Alpha 
MEM Alpha Medium (GIBCO) 
12,5 % Pferdeserum (PAA) 
12,5 % fötales Kälberserum (Life Technologies) 
0,1 % β-Mercaptoethanol (Sigma) 
2 mM Glutamin (PAA) 
IMDM 
IMDM (GIBCO) 
10 % fötales Kälberserum (Life Technologies) 
2 mM Glutamin (PAA) 
 
MATERIAL D 35 
1.3 PBS/EDTA 
1 x PBS (autoklaviert) 500 ml 
0,5 M EDTA pH 8,0 (steril filtriert) 5 ml 
1.4 PBS/Trypsin/EDTA 
1 x PBS (autoklaviert) 500 ml 
50 xTrypsin/EDTA (GIBCO) 50 ml 
 
2. Puffer und Lösungen 
2.1 PBS-Puffer 
Na2HPO4 8 mM 
KH2PO4 1,5 mM 
NaCl 140 mM 
KCl 2,6 mM 
pH auf 7,3 einstellen 
2.2 TBS-Puffer 
Tris/HCl, pH 8,0 10 mM 
NaCl 150 mM 
2.3 FACS-Puffer 
BSA 3 % 
in 1 x PBS 150 mM 
2.4 TAE-Puffer 
Tris 242 g 
100 % Eisessig 57,1 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml 
ad 1 l mit H2O, pH auf 8,5 einstellen 
2.5 Lysispuffer für Zellen 
Triton X-100 1 % 
Aprotinin 10 µg/ml 
Leupeptin 10 µg/ml 
Pepstatin 10 µg/ml 
PMSF 1 mM 
Natriumfluorid 5 mM 
Natriumorthovanadat 1 mM 
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3. Western Blot 
3.1 Proteingele 
3.1.1 Acrylamidlösung  
Acrylamid 30 % 
N,N´-Methylbisacrylamid 0,8 % 
3.1.2 Polyacrylamid-Trenngel 
 7,5 % 10 % 12,5 % 
Acrylamidlösung 15 ml 20 ml 24,9 ml 
3 M Tris-HCl pH 8,8 8 ml 8 ml 8 ml 
ddH2O 37 ml 32 ml 27,1 ml 
10 % SDS 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 
TEMED 23 µl 23 µl 23 µl 
10 % APS  200 µl 200 µl 100 µl 
(60 ml reichen für 12 Gele) 
3.1.3 Polyacrylamid-Sammelgel 
Acrylamidlösung 1,35 ml 
0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 2,5 ml  
ddH2O 6 ml 
SDS 100 µl  
APS 100 µl 
TEMED 10 µl 
3.1.4 2 x SDS-Probenpuffer für Proteingele 
Tris-HCl, pH 8,8 80 mM 
Sucrose 30 % 
SDS 3 % 
Bromphenolblau 0,05 mg/ml 
falls reduzierender Puffer:  
β-Mercaptoethanol (14,3 M) 5 % 
3.2 Puffer 
3.2.1 5 x Laufpuffer 
Tris-HCl, pH 8,3 25 mM 
Glyzin 0,19 M 
SDS 0,1 % 
3.2.2 5 x Blotpuffer  
Glyzin 190 mM 
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3.2.3 1 x Blotpuffer  
5 x Blotpuffer 100 ml 
100 % Methanol  100 ml 
ddH2O 300 ml 
3.2.4 TBS/Tween-Waschpuffer 
Tween 20 in TBS 0,05 % (V/V) 
 
3.3 Protein-Molekulargewichtsstandards 
High-Range Rainbow Molecular Weight Marker Amersham, Biosciences 
Kaleidoskop Proteinmarker Fermentas 
 
3.4 Ponceau-Färbe-Lösung für PVDF-Membranen 
Ponceau-Lösung (Sigma) 20 ml 




Name Antigen Spezies Klonalität Bezugsquelle 
11G2 humanes ADAM10 Maus polyklonal Dr. Eric Rubinstein, Villejuif Cedex 
ADAM10 
(mAB1427) humanes ADAM10 
Maus- 
IgG2b monoklonal BD Biosciences 
ADAM17 
(MAB9301) humanes ADAM17 
Maus-






IgG1 monoklonal BD Biosciences 
Aquaporin-2 
(ab15082) humanes Aquaporin-2 Kaninchen polyklonal Biozol 
beta1 
(MAB2000) humanes β1-Integrin 
Maus-
IgG1 monoklonal Chemicon International 
beta1 
(555442) humanes β1-Integrin 
Maus-
IgG1 monoklonal BD Biosciences 
Calbindin-28k humanes Calbindin-28k 
Maus-
IgG1 monoklonal Sigma 
CD9 
(555370) humanes CD9 Maus monoklonal BD Biosciences 
CXCR4 
(555972) humanes CXCR4 
Maus- 
IgG2a monoklonal BD Biosciences 
EMMPRIN 
(sc-21746) humanes EMMPRIN Maus monoklonal Santa Cruz Biotechnology 
EpCAM humanes EpCAM Maus monoklonal Gerd Moldenhauer, DKFZ Heidelberg 
 






IgG2a monoklonal BD Biosciences  
L1-11A humanes L1CAM Maus-IgG1 monoklonal Patel et al., 1991 
LAMP1 
(sc-18821) humanes LAMP1 Maus monoklonal Santa Cruz Biotechnology  
LAMP3 
(sc-15363) humanes CD63 Kaninchen polyklonal Santa Cruz Biotechnology 
L-Selektin 
(555542) humanes CD62L 
Maus-
IgG1 monoklonal BD Biosciences 
M1/69 murines CD24 IgG2b monoklonal Springer et al., 1978 
B2A2 murines CD24 IgM monoklonal Scollay et al., 1984 
Jlld murines CD24 IgM monoklonal Bruce et al., 1981 
mCD9 murines CD9 Ratte-IgG2a monoklonal BD Biosciences 
pCyt L1 humanes L1CAM Kaninchen polyklonal Dr. V. Lemmon, Miami 
Perforin-1 
(sc-58644) humanes Perforin-1 Maus monoklonal Santa Cruz Biotechnology  
R&D TACE 
(mAB9301) humanes ADAM17 Maus monoklonal R&D Wiesbaden 
S71 humanes ADAM10 Kaninchen polyklonal Gutwein et al., 2003 
SWA-11 humanes CD24 Maus-IgG2a monoklonal Jackson et al., 1992 
Tamm-Horsefall humanes Tamm-Horsfall Schaf-IgG polyklonal Biotrend 
TS9 humanes CD9 Maus polyklonal Dr. Eric Rubinstein, Villejuif Cedex 
Tsg101 
(612696) humanes Tsg101 
Maus-
IgG1 monoklonal BD Biosciences 
WT1 
humanes Wilms Tumor 
Protein 
 
Kaninchen polyklonal Santa Cruz Biotechnology 
β-Aktin humanes β-Aktin Maus-IgG1 monoklonal Sigma-Aldrich 
4.2 Zweitantikörper 
4.2.1 Peroxidasekonjugiert für Western Blot 
Name Antigen Spezies Bezugsquelle 
α-Maus-POX peroxidasekonjugierter anti-Maus-Antikörper (1 mg/ml)  Ziege Dianova 
α-Kaninchen-POX peroxidasekonjugierter anti-Kaninchen-Antikörper (1 mg/ml) Ziege Dianova 
α-Ratte-POX peroxidasekonjugierter anti-Ratte-Antikörper (1 mg/ml) Ziege Dianova 
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4.2.2 Fluoreszenzkonjugiert für Durchflusszytometrie 
Name Spezies Spezifität Konjugat Bezugsquelle 
α-Maus-PE Ziege Maus Phycoerythrin Dianova  
α-Kaninchen-PE Ziege Kaninchen Phycoerythrin Jackson Immuno Research 
α-Ratte-PE Ziege Ratte Phycoerythrin Jackson Immuno Research 
4.2.3 Fluoreszenzkonjugiert für Mikroskopie 
Name Spezies Spezifität Konjugat Bezugsquelle 
α-Maus-Cy3 Ziege Maus Cy3 Dianova  
α-Maus-488 Ziege Maus Alexa 488 Molecular Probes 
α-Kaninchen-Cy3 Ziege Kaninchen Cy3 Dianova  
α-Kaninchen-488 Ziege Kaninchen Alexa 488 Molecular Probes 




TBS (autoklaviert) 60 ml 
Complete Mini (Roche) 5 Tabletten 
Mg-Acetat 1 mM 
5.2 Sucrose-Lösungen 
2,00 M 6,85 g Sucrose 
1,30 M 4,45 g Sucrose 
1,16 M 3,97 g Sucrose 
1,10 M 3,77 g Sucrose 
0,90 M 3,08 g Sucrose 
0,80 M 2,74 g Sucrose 
0,70 M 2,40 g Sucrose 
0,50 M 1,71 g Sucrose 
0,25 M 855,95 mg Sucrose 
Alle Lösungen mit TBS-Inhibitor-Lösung auf 10 ml auffüllen und zum Lösen im Wasserbad erwärmen. 
 
6. Verbrauchsmaterial und Reagenzien 
Die allgemeinen Laborchemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
AppliChem (Darmstadt), Biochrom AG (Berlin), Biozym (Oldendorf), Calbiochem (Darmstadt), Fluca 
(Basel), Gerbu (Gaiberg), Invitrogen (Karlsruhe),Merck (Darmstadt), Pharmacia Biotech (Freiburg), 
Riedel-de Häen (Seelze), Sigma (Steinheim), Roth (Karlsruhe), Terumo (Eschborn). 
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6.1 Chemikalien 
Bezeichnung  Bezugsquelle 
β-Mercaptoethanol, 99 % Carl Roth 
51Chrom (Natriumchromat) Perkin Elmer 
Aceton Fluka 
Acrylamidlösung (Acrylamid 30 % N,N’-Methylbisacrylamid 0,8 %)  Carl Roth  
Aldehyde Sulfate Latex Beads (4 µm) Interfacial Dynamics Corporation 
APMA (4-Aminophenylmercuric acetate) Sigma-Aldrich 
Aprotinin (1 mg/ml Serinproteasen-Inhibitor)  Sigma-Aldrich 
APS (Ammoniumpersulfat) Serva  
BODIPY® FL C5-ceramide Invitrogen 
Bradford-Kit  Biorad  
Bromphenolblau Sigma 
BSA Type H1 (Bovines Serumalbumin) Gerbu Biotechnik  
CASY
®
ton Isotone Salzlösung  Schärfe System  
Complete Mini Roche 
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma 
D-Luciferin  Synchem  
DMEM-Pulver  GIBCO Invitrogen  
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck  
DNA-Marker: GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus Fermentas 
DNA-Marker: λ DNA/Eco91I Fermentas 
ECL (Enhanced Chemiluminescence Substrate) Amersham  
EGTA (Ethylenebis(oxyethylenenitrilo)) tetra-ethylene glycol bis(2-
aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid Sigma 
EZ-Link Sulfo NHS Biotin Pierce 
FCS (fetal calf serum, Fetales Kälberserum) Life Technologies  
Glucose D (+) Merck 
Glutamin GIBCO 
Glyzin Gerbu Biotechnik  
HCl (Salzsäure) Carl Roth  
Hematoxylin Carl Roth  
Humanes Interleukin-2 (22 MIU/1,3 mg) Chiron Corporation 
IONO (Ionomycin, Calcium Salz)  Peptides International 
KCl (Kaliumchlorid) Merck 
KetanestS Pfizer 
KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat) Carl Roth  
Latex Beads (4µm Durchmesser) Interfacial Dynamics Corporation 
Leupeptin   Sigma-Aldrich  
MCD (Methyl-β-cyclodextrin) Fluka 
Methanol Fluka Biochemika 
MgCl2 (Magnesiumchlorid) Fluka Biochemika 
MgSO4 (Magnesiumsulfat) Merck 
Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat) AppliChem 
Na3VO4 (Natriumorthovanadat) Sigma-Aldrich  
NaCl (Natriumchlorid) Riedel-de Haën 
NaF (Natriumfluorid)  Sigma-Aldrich  
NaN3 (Natriumazid) AppliChem 
N-Rh-PE (N-(lissamine rhodamine B sulfonyl)- Avanti Polar Lipids 
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phosphatidylethanolamine) 
Pepstatin A   Sigma-Aldrich  
PFA (Paraformaldehyd) Merck 
PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) Sigma-Aldrich 
PMSF (Phenylmethylsulfonylchlorid) Sigma-Aldrich  
Ponceau-S Lösung  Sigma-Aldrich  
Propidium Iodid Sigma-Aldrich 
Protein A-Sepharose Pharmacia Biotech 
Protein G-Sepharose Pharmacia Biotech 
Protein Molekulargewichtsmarker High-Range Rainbow™  Amersham Bioscience  
Protein Molekulargewichtsmarker Kaleidoskop™  Biorad 
rekombinantes Annexin-V BD Biosciences 
Rompun 2 % Bayer HealthCare 
SDS (Sodiumdodecylsulfat) Gerbu Biotechnik  
Sucrose D (+) Fluka Biochemika 
TAPI-0 Calbiochem 
TEMED (N, N, N, N – Tetramethyl-Ethylenediamine) Carl Roth  
Tris/HCl  Biomol 
Triton X-100  Gerbu Biotechnik  
Trizma Base Sigma 
Trizol Invitrogen 
Trypsin/EDTA 10 x GIBCO 
Tween-20 Sigma-Aldrich 
6.2 Verbrauchsmaterial 
Bezeichnung  Bezugsquelle 
12-, 24-, 96-Loch Zellkulturplatten Nunc  
25, 75, 150 cm2 Zellkulturflaschen TPP 
50, 100, 150 mm ∅ Zellkulturplatten TPP 
Cell-Strainer BD Falcon 
FACS-Röhrchen  Greiner  
Immobilon-PVDF-Membran  Millipore  
Polypropylen-Zentrifugenröhrchen  TPP  
Röntgenfilm Hyperfilm ECL  Amersham Bioscience  
Ultrazentrifugationsröhrchen Beranek 
Whatman® Gel Blotting Filter  Schleicher und Schuell  
Whatman® Membranfilter AE 98 (5 µm)  Schleicher und Schuell  
Spritzen BD Pharmingen 
Kanülen BD Pharmingen 
Luma-Platten Packard Bioscience 
Objektträger Roth 
Deckgläschen (Ø 10 mm) Roth 
6.3 kommerzielle Kits 
Bezeichnung  Bezugsquelle 
AEC Substrate Kit BioGenex 
Annexin-V - FITC Apoptosis Detection Kit I BD Pharmingen 
Avidin/Biotin Blocking Kit Linaris 
CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit Invitrogen 
First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas  
Microspin G50 Columns Qiagen 
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PKH67 Fluorescent Cell Labeling Kit Invitrogen 
QIAshredder-Säulen Qiagen 
RNeasy Mini Kit  Qiagen 
Universal Quick Kit Linaris 
 
7. Mausstämme 
Bezeichnung  Genotyp Bezugsquelle 
C57BL/6 wt C57BL/6NCrl DKFZ Tierzucht 
C57BL/6 CD24 k.o. C57BL/CD24 -/- DKFZ Tierzucht 
C57BL/6 CD24 +/-. C57BL/CD24 +/- DKFZ Tierzucht 
CD1 Nude Crl:CD1-Foxn1nu Charles River Laboratories Inc. 
BALB/c Nude CAnN.Cg-Foxn1 /Crl Charles River Laboratories Inc. 
NOD SCID NOD/NCrCrl- Prkdcscid Charles River Laboratories Inc. 
 
8. Geräte 
Bezeichnung  Bezugsquelle  
ABI 7300 Real-Time PCR System  Applied Biosystem  
CASY®1  Schärfe System  
Cytospin® 4 Cytocentrifuge Shandon 
Durchflusszytometer: FACScanto, FACSCalibur  Becton Dickinson 
Elektrophoreseapparatur Mini Protean II Biorad 
Fluoreszenzmikrokop Zeiss - Axiovision Carl Zeiss 
Geldokumentationsystem PeQLab 
geregeltes Netzteil für Elektrophorese Biorad 
Großzentrifuge: Einsätze JLA-10.500, JA-25.50  Beckman Coulter  
IVIS® Imaging System 100 Xenogen 
konfokales Laser Scanning Mikroskop – LSM5 Carl Zeiss 
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer® NanoDrop Technologies 
semi-dry Transferkammer für Western Blot Renner 
Spektralphotometer  Biochrom  
Tischzentrifuge Biofuge Fresco  Heraeus Tischzentrifuge  
Top Count Microplate Scintillation Counter Packard Instruments 
Ultrazentrifuge: Beckman L8-70M  Beckman Coulter  
Venti-Rack Käfige BioZone 
 
9. Software 
Bezeichnung  Bezugsquelle  
AxioVision Carl Zeiss 
CellQuest Pro Becton Dickinson 
Corel Draw X3 Corel 
EndNote X2 Thomson Reuters 
FlowJo 4.3 TreeStar 
GraphPadPrism 5.0 GraphPad Software Inc. 
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Illustrator CS3 Adobe 
IVIS Living Image 2.5 Xenogen 
LSM Image Browser Carl Zeiss 
Magellan 5 Tecan 
Office 2007 Microsoft 
Photoshop CS3 Adobe 
TINA 2.09 Raytest Isotopenmeßgeräte  
 
10. Datenbanken 
Bezeichnung  Bezugsquelle  
Bioinformatic Harvester www.harvester.embl.de 
Ensembl Genome Browser www.ensembl.org 
ExPASy Proteomics Server www.expasy.ch 
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E METHODEN 
1 Zellbiologische Methoden 
1.1 Kultivierung von Zelllinien 
Adhärent wachsende Zelllinien (OVMz, SKOV3ip, HEK293) wurden in speziell an den Nährstoffbedarf 
der Zellen angepasstem Medium (DMEM) in Plastikkulturflaschen oder Zellkulturschalen (TPP) bei 
37° C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 kultiviert. Je nach Dichte der Zellen wurden diese gesplittet, 
spätestens jedoch bei einer Konfluenz von ca. 90 %. Dazu wurden die Zellen einmal mit 1 x PBS 
gewaschen und danach je nach Zelllinie entweder mit 1 x Trypsin/EDTA in PBS oder mit  
0,5 M EDTA pH 8,0 in PBS inkubiert. Danach wurden die Zellen durch leichtes Schlagen gegen die 
Zellkulturflasche vom Boden gelöst. Durch Zentrifugation wurden die Zellen bei 300 x g pelletiert und 
in frischen Zellkulturgefäßen in der gewünschten Dichte ausgesät. 
Suspensionszellen (NKL, NK92-C1, Yt, Jurkat, K562, 721.221) wurden unter den gleichen Bedingungen 
wie adhärente Zellen in Plastikkulturflaschen kultiviert. Zur Subklonierung wurde ein Teil der 




Tabelle 1: Lösungen zum Ablösen von adhärenten Zellen aus den Zellkulturgefäßen 
1.2 Bestimmung der Zellzahl 
1.2.1 Neubauer Zählkammer 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach Anfärben der toten Zellen mit einer Trypanblaulösung 
(0,16 % Trypanblau, 0,9 % NaCl) in der Neubauer Zählkammer. Die Zellzahl wurde unter Einbeziehung 
der Verdünnung und des ausgezählten Volumens berechnet. 
1.2.2 CASY® Cell Analyser System 
Die Anzahl an Zellen pro Volumeneinheit wurde durch das Zellzählgerät CASY1® ermittelt. Dazu 
wurde die Zellsuspension 1:1000 in isotoner CASY®ton-Lösung verdünnt. Die Abgrenzung der 
lebenden von den toten Zellen erfolgte durch die Zählgrößeneinstellung des Gerätes. 
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1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zum Einfrieren wurden jeweils 5 x 106 bis 1 x 107 Zellen pelletiert und in 900 µl FCS und 100 µl DMSO 
aufgenommen. Anschließend wurden die Zellen für 24 h bei -80° C gelagert und zur Langzeitlagerung 
in flüssigen Stickstoff überführt. 
Das Auftauen der Zellen erfolgte zügig bei 37° C im Wasserbad. Nach einmaligem Waschen in 
vorgewärmten Kulturmedium und anschließender Zentrifugation wurden die Zellen in neue 
Zellkulturflaschen mit frischem Kulturmedium ausgesät. 
1.4 Durchflusszytometrie (FACS) 
Die Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorting) ermöglicht das Zählen und die 
Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von Partikeln (Zellen, 
Kunststoffkügelchen, usw.) in einem Flüssigkeitsstrom. Grundsätzlich können alle Merkmale eines 
Partikels, die sich über Lichtbeugung und Lichtstreuung charakterisieren lassen, zur 
durchflusszytometrischen Analyse herangezogen werden. Eine Hauptanwendung besteht darin, 
mithilfe von fluoreszenzfarbstoffmarkierten Proben bestimmte Eigenschaften von Zellen oder 
Zellpopulationen auf Einzelzellebene zu dokumentieren. Unterschiedliche Zelltypen und 
Zellpopulationen können dabei aufgrund ihrer individuellen und charakteristischen 
Oberflächenantigene, intrazellulärer Antigene sowie Rezeptoren identifiziert und nach ausgewählten 
Kriterien aus einer Gesamtlösung isoliert und sortiert werden. 
Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung wie 
in einer Perlenkette an einem gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Zur 
Unterscheidung von verschiedenen Zellpopulationen erfolgt die Aufnahme von Vorwärtsstreulicht 
(FSC, forward scatter) sowie für Seitwärtsstreulicht (SSC, side scatter). Die Beugung und Streuung des 
Laserlichtes gibt Informationen über die Zellgröße und die Binnenstruktur (Granularität des 
Zytoplasmas, Größe des Zellkerns, usw.). Die Verwendung fluoreszenzmarkierter Antikörper 
ermöglicht die Quantifizierung von Proteinen auf oder in der Zelle. Dabei wird das Fluorophor durch 
einen Laser angeregt, d.h. die Elektronen werden auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach dem 
Laserpuls fallen die angeregten Elektronen unter Abgabe von Energie in Form von Photonen wieder 
auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die Photonenmenge ist direkt proportional zum gebundenen 
Fluoreszenzantikörper und somit auch proportional zur Menge der vorhandenen 
Oberflächenantigene. Somit lässt sich einfach und sicher das Vorhandensein von 
Zelloberflächenproteinen bei behandelten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen messen. Die am 
häufigsten eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe, wie Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin 
(PE), Cyanin 5 (Cy5) und Allophycocyanin (APC) werden bei etwa 488 nm angeregt und emittieren 
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Licht in unterschiedlichen Spektralbereichen, so dass mehrere Farbstoffe gleichzeitig gemessen 
werden können.  
1.4.1 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung von Zellen 
Für die Färbung wurden zwischen 1 x 105 und 1 x 106 Zellen in Greiner FACS-Röhrchen oder in 
Eppendorf-Röhrchen überführt und bei 300 x g für 5 min sedimentiert. Nach einmaligem Waschen 
mit 500 µl FACS-Puffer erfolgte die Inkubation mit dem unkonjugierten Erstantikörper.  Dazu wurden 
das Zellpellet für 30 min mit 0,1-1 µg Erstantikörper in 100 µl FACS-Puffer oder  
100 µl Hybridomüberstand auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 500 µl FACS-Puffer, 
erfolgte die Detektion des Erstantikörpers durch einen fluoreszenzfarbstoffgekoppelten 
Zweitantikörper. Hierzu wurden die Zellen mit einer optimalen Konzentration an Zweitantikörper in 
FACS-Puffer für 20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschließend zweimal in FACS-Puffer 
gewaschen. Die optimale Verdünnung des Zweitantikörpers wurde in Vorexperimenten ermittelt. Zur 
Messung wurden die Zellen in 200 µl FACS-Puffer aufgenommen und insgesamt je Probe 30.000 
Zellen aufgezeichnet. Mithilfe ungefärbter Zellen erfolgte vor der Messung die Kalibrierung  der 
Autofluoreszenz in die erste Dekade. Zusätzlich wurden ausschließlich mit Zweitantikörper inkubierte 
Zellen zur Kontrolle unspezifischer Bindungen des Zweitantikörpers verwendet. Die Verwendung 
unspezifischer Isotyp Kontrollen stellt einen weiteren Qualitätsmarker dar. Wurden gleichzeitig 
mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gemessen, erfolgte eine Kompensation der spektralen Überlappung 
vor der Aufnahme. Die Abgrenzung toter Zellen erfolgte entweder aufgrund der geringeren Größe 
(FCS) und Granularität (SSC) oder durch eine Propidiumiodid Lebend-Tot-Diskriminierung.  
Dazu wurden die Zellen kurz vor der Messung mit 20 ng/m Propidiumiodid versetzt. Der Farbstoff 
kann durch die perforierte Zellmembran von toten Zellen wandern und interkaliert in die DNA. 
Lebende Zellen, die eine intakte Zellmembran aufweisen, werden nicht durch den Farbstoff gefärbt. 
Die Messung erfolgte mittels FACS-Calibur oder FACS-Canto II (Becton Dickinson, Heidelberg). Die 
Fluoreszenzemission wurde mit einem Argonlaser bei 480 nm angeregt und die relative 
Rotfluoreszenz (bei PE-gekoppelten Antikörpern) und Propidium-Jodid-Färbung bestimmt. Die 
Darstellung erfolgte entweder als Histogramm (Ordinate: log Fluoreszenz, Abszisse: % von Maximum) 
oder als Dot Blot (beide Achsen log Fluoreszenz). Die gemessenen Daten wurden mithilfe der FlowJo 
8.7 Software ausgewertet. 
1.4.2 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung von Exosomen 
Da Exosomen aufgrund ihrer Größe zu klein für die Analyse im Durchflusszytometer sind, müssen sie 
zunächst an eine Trägermatrix gebunden werden. Dazu wurden Exosomen an eine Trägermatrix aus 
Latex-Kügelchen (Latex-Beads) mit einer Größe von 4 µm gekoppelt. Durch Interaktion der Proteine 
mit den Aldehydsulfatgruppen auf der Oberfläche der Latex-Beads werden diese aktiv gebunden.  
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Zur Koppelung wurden 3-10 µg Exosomen in 100 µl PBS in Eppendorf-Röhrchen aliquotiert und  
3 µl Latex-Beads (4 µm Durchmesser) zugegeben. Nach einer Inkubation von 15 min, bei RT auf dem 
Schüttler wurde das Volumen auf 800 µl mit PBS aufgefüllt und erneut für 1 h schüttelnd bei RT 
inkubiert. Zur Blockierung der freien Aldehydsulfatgruppen auf der Oberfläche der Latex-Beads 
wurden anschließend 100 µl 1 M Glyzin/PBS und 100 µl 10 % BSA/PBS zugegeben und erneut für 
30 min bei RT geschüttelt. Danach wurde der Ansatz für 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, zweimal 
mit FACS-Puffer gewaschen und mit entsprechend verdünntem Antikörper für 1 h bei RT inkubiert. 
Nach zwei weiteren Waschschritten erfolgte die Inkubation der Proben für 30 min mit einem 
entsprechend verdünntem fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper. Zuletzt wurden die  
Latex-Beads nach zweimaligem Waschen in 300 µl FACS-Puffer aufgenommen und im 
Durchflusszytometer vermessen. 
1.4.3 Annexin-V-FITC Färbung von Zellen und Exosomen 
Die Zellmembran besteht hauptsächlich aus Lipiden und Proteinen. Das Phospholipid 
Phosphatidylserin (PS) ist unregelmäßig in der Membran verteilt, d.h. Phosphatidylserin befindet sich 
normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran einer lebenden Zelle. Der Verlust dieser 
Asymmetrie ist ein frühes Zeichen der Apoptose (programmierter Zelltod). Dabei wird 
Phosphatidylserin vermehrt von der Innenseite auf die Außenseite der Membran transloziert. 
Detektiert werden kann Phosphatidylserin durch seinen natürlichen Liganden Annexin-V, da dieser 
calciumabhängig an das Phospholipid binden kann.  
Zur Detektion der Menge an Phosphatidylserin auf der Oberfläche von Zellen und Exosomen wurden 
diese in 1 x Annexin-V Bindepuffer resuspendiert. Danach wurden zu 100 µl Zellsuspension mit  
1-2 x 105 Zellen oder an Latex-Beads gebundene Exosomen (5-10 µg) 4 µl Annexin-V-FITC zugegeben. 
Nach einer Inkubation von 15 min bei RT im Dunkeln, wurden die Zellen/Exosomen zweimal mit 
Annexin-V Bindepuffer gewaschen und zur Messung in 200 µl aufgenommen. Als Negativkontrolle 
dienten Zellen bzw. Exosomen, die vor der Färbung mit dem rekombinanten Annexin-V-FITC zuvor 
mit 4 µl (2 µg) unkonjugiertem Annexin-V inkubiert wurden. 
1.5 Immunfluoreszenzmikroskopie von Zellen 
Die zu untersuchenden Zellen wurden auf sterile Deckgläschen (Ø 12 mm) in einer 24-Lochplatte 
ausgesät und im jeweiligem Kulturmedium kultiviert bis sie adhärent waren. Anschließend wurde das 
Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die Fixierung der Zellen 
mit 4 % Paraformaldehyd/PBS für 10 min bei RT. Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und danach mit 50 mM Ammoniumchlorid/PBS für 10 min bei RT inkubiert. Nach zwei 
Waschschritten mit PBS wurden die Zellen für intrazelluläre Färbungen 10 min mit 0,1 % Triton X-100 
in 3 % BSA/PBS bei RT inkubiert. Bei Färbungen von Zelloberflächenproteinen wurde dieser Schritt 
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vernachlässigt. Danach wurden die Zellen mit 3 % BSA/PBS für 30 min bei RT blockiert. Die 
Deckgläschen wurden mit einer Pinzette aus der 24-Lochplatte entnommen und mit den Zellen nach 
unten auf einen Tropfen (ca. 50 µl) vorbereiteten Erstantikörper in 3 % BSA/PBS gelegt und für  
1 h bei RT inkubiert. Die Konzentration der Antikörper wurde in Vorexperimenten bestimmt. Initial 
wurde eine Verdünnung von 1:100 bei Antikörperkonzentrationen zwischen 0,2-1 µg/µl verwendet. 
Nach drei Waschschritten für jeweils 5 min mit PBS erfolgte die Inkubation mit einem 
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Zweitantikörper für 30 min im Dunkeln. Danach wurde erneut 
dreimal gewaschen. Abschließend wurden die Zellen kurz in ddH2O getaucht, um störende Salze zu 
entfernen, abgetupft und in Mowiol eingebettet. Sollten die Zellkerne gefärbt werden, so wurden die 
Zellen mit einer Mischung aus Mowiol und DAPI (5 µg/ml DAPI Endkonzentration) eingedeckelt. 
1.6 Immunhistochemie von Nierenschnitten 
Zur Überprüfung der CD24-Expression im Nierengewebe wurden in Paraffinschnitte deparaffinisiert 
und danach für 20 min in 0,01 M Natriumcitrat Puffer (pH 6,0) in einer Mikrowelle bei 500 W 
inkubiert. Gewebseigenen Peroxidasen wurden durch Behandlung mit 3 % H2O2 in Methanol für 
30 min bei RT zerstört. Nachdem Blockieren wurden die Schnitte mit einem Avidin/Biotin Blocking Kit 
nach dem Herstellerprotokoll weiterverarbeitet. Die Inkubation mit dem CD24 Erstantikörper 
(SWA11 Hybridomüberstand 1:5 in Blocking Reagenz verdünnt) erfolgte über Nacht. Die Schnitte 
wurden gewaschen und anschließend mit dem Universal Quick Kit gefärbt. Zur Detektion der Färbung 
wurde das AEC Substrate Kit verwendet und die Schnitte mit Hematoxylin gegengefärbt. Die 
Immunhistochemie wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Paul Gutwein, Universität Frankfurt 
durchgeführt.  
1.7 Gewinnung von Exosomen aus Zellkultur 
Exosomen werden durch schnell proliferierende Zellen freigesetzt. Dabei unterscheidet man 
zwischen konstitutiver und regulierter Freisetzung. 
1.7.1 Konstitutive Exosomen 
Exosomen können von Tumorzellen konstitutiv, d.h. ständig Medium abgegeben werden. Deswegen 
reicht es aus die konditionierten Überstände zu sammeln und die darin enthaltenen Exosomen durch 
Ultrazentrifugation zu pelletieren. Um Verunreinigungen durch FCS-Exosomen zu vermeiden, wurde 
zuvor serumfreies Medium für die Zellkultur verwendet.  
Die Zellen wurden dazu bei einer Dichte von 70-80 % einmal mit reichlich PBS gewaschen und 
anschließend mit einem angemessenen Volumen serumfreiem Medium kultiviert. Nach 24 h konnten 
die Exosomen aus den Überständen aufgereinigt werden (Kapitel 2.6.2 Aufreinigung aus 
Zellkulturüberständen). 
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1.7.2 Exosomen durch Stimulation 
Verschiedene Chemikalien erhöhen die konstitutive Vesikulierung der Zellen, dazu gehören unter 
anderem Ionomycin, MCD (Methyl-β-Cyclodextrin) und APMA (4-Aminophenylmercuric acetate).  
Zur Gewinnung von Exosomen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend serumfreies 
Medium mit dem entsprechenden Stimulationsreagenz zugegeben und für 2 Stunden inkubiert. Die 
Isolation der Vesikel verläuft analog zu der Aufreinigung von konstitutiven Exosomen. 
Abkürzung Name eingesetzte Konzentration 
APMA 4-Aminophenylmercuric acetate 50 µM 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 100 ng/ml 
IONO Ionomycin, Calcium Salz 1 µM 
MCD Methyl-β-cyclodextrin 11,37 mg/ml 
Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Stimulationsreagenzien zur Produktion von Vesikeln. 
1.8 Inkubationsexperimente mit Exosomen und Zellen 
1.8.1 Inkubation von NK-Zellen mit Exosomen 
Um Effekte von Exosomen auf NK-Zellen zu beobachten wurden diese für verschiedene Zeiträume  
(1-3 Tage) mit Exosomen in unterschiedlichen Konzentrationen (1-500 ng/µl) behandelt. Dazu 
wurden 5 x 105 Zellen pro Ansatz auf 48-Lochplatten in 500 µl Kulturmedium ausgesät. Anschließend 
wurde die berechnete Menge an Exosomen zu den jeweiligen Zellen gegeben und für den 
gewünschten Zeitraum inkubiert. Die Analyse erfolgte dann durch Western Blot, qRT-PCR oder eine 
51Chrom-Zytotoxizitätsmessung. 
1.8.2 51Chrom-Zytotoxizitätsmessung (Kill Assay) 
In der klassischen 51Chrom-Messung werden Zielzellen wie z.B. Tumorzellen durch die Inkorporation 
radioaktiven Chroms markiert und anschließend durch Koinkubation mit Effektorzellen lysiert.  
Das aus den markierten Zellen ins Medium freigesetzte radioaktive Chrom dient als Maß für die 
Zelllyse und bietet so eine Möglichkeit, die Zytotoxizität von Zellpopulationen zu quantifizieren.  
Zur Beurteilung der spezifischen Lyse, sind verschiedene Hilfsgrößen wie die spontane und maximale 
Lyse notwendig. Die Spontanlyse entspricht der 51Cr-Freisetzung aus Zielzellen, die ohne 
Effektorzellen inkubiert wurden. Die maximale Chromfreisetzung ergibt sich durch die Zugabe des 
Detergenz (Triton X-100). Die Effizienz der Zelllyse kann dann durch folgende Formel berechnet 
werden.  
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Zur Vorbereitung für den Versuch wurden pro Versuchsplatte 5 x 105 Zielzellen (K562 oder 721.221) 
abgenommen, zentrifugiert und die Pellets in 100µl IMDM-Medium aufgenommen. Die radioaktive 
Markierung erfolgte durch Zugabe von 100 µCi 51Chrom in Form von Natriumchromat bei 37° C im 
Wasserbad für 60 min, das radioaktive Chrom bindet dabei an intrazytoplasmatische Proteine. 
Während der Chromierung wurden die Effektorzellen (NKL, NK92-C1, Yt) auf eine Konzentration von 
7,5 x 105 pro ml eingestellt. Jeder Reaktionsansatz wurde in Triplikaten gemessen. Da pro Vertiefung 
einer 96-Lochplatte jeweils 1,5 x 105 Zellen notwendig waren, wurden für einen Ansatz  
4,5 x 105 Zellen benötigt. Dazu wurden in eine 96-Loch-Rundbodenplatte mit der Mehrkanalpipette 
jeweils 100 µl IMDM Medium vorgelegt (hellblaue Markierung). Für die maximale Lyse der 
Targetzellen wurde in 100 µl Triton-X 100/ddH2O (dunkelblaue Markierung) und für die Messung der 
Hintergrundstrahlung (graue Markierung) 200 µl IMDM-Medium pipettiert. Von den Effektorzellen 
wurden pro Loch 200 µl (1,5 x 105 Zellen) als Triplikat nebeneinander in Spalte 1-3 zugegeben (ohne 
Markierung).  
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A spontan bckgrd 
   
max 
B 
            
C 
            
D 
            
E 
            
F 
            
G 
            
H 
            
Tabelle 3: Schema zur Vorbereitung einer 96-Lochplatte für die 
51
Chrom-Zytotoxizitätsmessung. In die 
hellblauen Bereiche der Platte wurden 100 µl, in die grauen Bereiche 200 µl IMDM-Medium vorgelegt. In die 
dunkelblauen Vertiefungen wurden 100 µl Triton-X 100/ddH2O pipettiert. 
Mithilfe einer Mehrkanalpipette wurden jeweils 100 µl der vorgelegten Zellen entnommen und die 
Spalten der nächsten Verdünnung pipettiert. Die daraus resultierende Verdünnungsreihe beginnt 
somit bei 7,5 x 105 Zellen (Spalte 1-3) und endet bei 0,9375 x 105 Zellen (Spalte 10-12).  
Im Isotopenlabor wurden die markierten Targetzellen zweimal mit IMDM-Medium gewaschen und 
auf eine Zelldichte von 5 x 104/ml eingestellt. Je 100 μl (5 x 103 Zellen) wurde zu den Effektorzellen 
pipettiert und für 4 h bei 37° C in Zellinkubator kokultiviert. Für die Messung der freigesetzten 
51Chrommenge, wurden nach der Inkubation 50 µl konditioniertes Medium in eine Luma-Platte 
überführt und über Nacht getrocknet. Die Aktivität der Platten wurde am nächsten Tag in einem Top 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Effektorzellen 7,5 x 105 3,75 x 105 1,875 x 105 9,375 x 105 
Zielzellen 5 x 103 5 x 103 5 x 103 5 x 103 
Effektor:Zielzellen 15:01 7,5:1 3,75:1 1,875:1 




1.8.3 Aufnahme von PKH67 oder CFSE gefärbten Exosomen  
Wie Exosomen von anderen oder den gleichen Zellen aufgenommen werden können und welche 
Stoffwechselwege dafür eine Rolle spielen, wurde in Aufnahmeexperimenten untersucht.  
Dazu wurden die isolierten Exosomen zuvor mit PHK67 oder CFSE fluoreszenzmarkiert und 
anschließend mit Zellen inkubiert. Für einen Ansatz wurden jeweils 2-10 µg Exosomen mit einer in 
Kapitel 2.9 beschriebenen Färbemethoden markiert und mit 5 x 105 Zellen in ein Loch einer 96-
Lochplatten mit 200 µl Kulturmedium inkubiert. Wurde das Aufnahmeverhalten von adhärenten 
Zellen beobachtet, so wurden die Zellen am Vortag auf Glasdeckgläschen (Ø 10 mm), die sich in einer 
24-Lochplatte befanden, ausgesät (Konfluenz zwischen 70-80 %). Nach verschiedenen Zeitwerten (1 
min bis 3 h) wurde die Aufnahmereaktion gestoppt, indem die Zellen zur Entfernung von freien 
Exosomen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen wurden. Um zwischen aufgenommen und an der 
Oberfläche der Zelle bindenden Exosomen unterscheiden zu können, wurden die Zellen nach der 
Inkubation dreimal für jeweils 5 min mit 150 mM NaCl und 500 mM Essigsäure in ddH2O gewaschen. 
Durch diese Säurebehandlung (acid wash) können nicht bindende Antikörper und Exosomen von der 
Zelle entfernt werden. Die Proben wurden anschließend entweder mit 4 % Paraformaldehyd für die 
Mikroskopie fixiert oder in FACS-Puffer direkt im Durchflusszytometer gemessen. 
1.8.4 Aufnahme von biotinylierten Exosomen  
Die Zellen wurden am Vortag auf Glasdeckgläschen (Ø 10 mm), die sich in einer 24-Lochplatte 
befanden, ausgesät (Konfluenz zwischen 70-80 %). Vor dem Aufnahmeexperiment wurden die Zellen 
einmal mit PBS gewaschen und anschließend in neues Medium gegeben. Nun erfolgte die Inkubation 
mit den Exosomen für verschiedene Zeitwerte. Zum Stoppen der Reaktion wurden das Medium mit 
den Exosomen abgesaugt und danach die Zellen dreimal für 5 min mit eiskaltem PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen für 10 min mit 4 % PFA/PBS fixiert, einmal PBS gewaschen und für 
10 min mit 50 Ammoniumchlorid/PBS bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden mit 
0,1 % Triton X-100 für 10 min permeabilisiert, zweimal für je 5 min mit PBS gewaschen und danach 
die biotinylierten Exosomen mit Strepavidin-488 für 45 min bei RT detektiert. Die richtige 
Konzentration des Streptavidins wurde mittels Vorexperimente ermittelt, sie lag im Bereich einer 
Verdünnung zwischen 1:500 und 1:1.000. Vor dem Eindeckeln in Mowiol wurden die Zellen dreimal 
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für 5 min mit PBS gewaschen, anschließend über Nacht getrocknet und am nächsten Tag im 
Mikroskop betrachtet. 
1.8.5 Aufnahme Versuche unter dem Einfluss von Annexin-V 
Welchen Einfluss Phosphatidylserin auf die Aufnahme von Exosomen hat, wurde durch ein 
Experiment untersucht, bei dem zuvor alle Phosphatidylserine auf der Oberfläche von Exosomen 
durch dessen Liganden Annexin-V blockiert wurden. Dafür wurden pro Ansatz zwischen 2-10 µg 
Exosomen mit dem Farbstoff CFSE (Kapitel 2.9.2 CFSE-Färbung) gefärbt und die isolierten Exosomen 
mit in 1 x Annexin-V Bindepuffer resuspendiert und auf eine Konzentration von 1 µg/µl eingestellt. 
Der Ansatz wurde auf zwei Teile aliquotiert: Zu einem Teil wurde zwischen 5-10 µg rekombinantes 
Annexin-V zupipettiert und für 30 min bei RT inkubiert, zu dem anderen Aliquot wurde das gleiche 
Volumen 1 x Annexin-V Bindepuffer zugegeben. Nach dieser Vorinkubation wurden die gefärbten 
Exosomen +/- Annexin-V zu 5 x 105 Zellen in einer 96-Lochplatten mit 200 µl Kulturmedium gegeben. 
Für die Aufnahme wurden die Zellen 2-3 h im Inkubator kultiviert, anschließend zweimal mit 
eiskaltem PBS gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert. 
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2 Biochemische Methoden 
2.1 Lyse von Zellen mit Triton X-100 Lysispuffer 
Zelllysate für Western Blots wurden durch Triton-X 100 Lyse hergestellt. Dazu wurden die Zellen 
einer mittleren oder großen Zellkulturschale mit 10-15 ml 1 x PBS gewaschen, anschließend in  
5-10 ml PBS mit einem Zellschaber abgeschabt und 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Der zellfreie 
Überstand wurde verworfen und die Zellen je nach Größe des Pellets in einem angemessenen 
Volumen Lysispuffer resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Der Lysispuffer wurde jeweils frisch 
angesetzt und erhält neben Detergenzien verschiedene Proteinaseinhibitoren, die einen Abbau der 
Proteine während der Lyse verhindern. Nach der Inkubation wurde das Lysat für 10 min bei 
16.000 x g in einer Eppendorff-Tischzentrifuge abzentrifugiert, um unlösliche Zellbestandteile zu 
sedimentieren. Der Überstand mit den gelösten Proteinen wurde je nach Verwendungszweck 
entweder bei -20° C für die spätere Verwendung eingefroren oder mit SDS-Probenpuffer bei 95° C für 
5 min aufgekocht und in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt. 
2.2 Vorbereitung von Vesikeln für Proteinbestimmung und 
Western Blot 
Durch Ultrazentrifugation isolierte Exosomen und Mikrovesikel wurden standardmäßig in einer 
Konzentration von 0,1-1 µg/µl in PBS aufgenommen. Die resuspendierten Exosomen wurden 
entweder direkt in der Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzt oder mit SDS-Probenpuffer 
versetzt und für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. 
2.3 Proteinbestimmung nach Bradford 
Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde das Bradford-Kit der Firma Biorad verwendet. Bei der 
Bindung von Protein an den Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue G-250 verschiebt sich das 
Absorbtionsmaximum von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit gebundenem Protein). Diese 
Methode ermöglicht es die relative Proteinmenge einer Probe zu messen. Für eine absolute 
Bestimmung, wurde zusätzlich eine Eichgerade mit Proben bekannter Proteinkonzentration erstellt. 
Die zu untersuchende Proteinlösung wurde je nach zu erwarteter Proteinmenge entweder 
unverdünnt oder als Verdünnung eingesetzt. Es wurden Duplikate oder Triplikate mit jeweils 5 μl der 
zu messenden Probe in eine 96-Lochplattte vorgelegt und darauf 195 μl einer 1:5 Verdünnung 
(ddH2O) der Bioradlösung pipettiert. Anschließend wurde die optische Dichte im Photometer bei 
595 nm bestimmt. Die Berechnung der Konzentration erfolgte mithilfe der Eichgerade. 
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2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen  
(SDS-PAGE) 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Analyse von Proteingemischen und 
ermöglicht schnelle Molekulargewichtsbestimmungen und Quantifizierungen. Das Prinzip dieser 
Technik beruht auf der Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld nach ihrem 
Molekulargewicht. Die meisten Proteine binden das starke ionische Detergenz Natriumdodecylsulfat 
(SDS, Sodiumdodecylsulfat) zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen mit konstantem  
Ladungs- zu Masseverhältnis (1,4 g SDS pro g Protein in 1 % SDS-Lösungen). SDS denaturiert die 
Proteine, vor allem nach vorheriger Behandlung mit Mercaptoethanol und unterbindet  
Protein-Protein-Wechselwirkungen (z.B. Bildung von Quartärstrukturen). Damit hängt die Wanderung 
im elektrischen Feld nicht mehr von der Eigenladung der Proteine, sondern nur noch von ihrem 
Molekulargewicht ab (Shapiro et al., 1967). Unterschiede in der Wanderung und somit in der 
Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld werden durch die Porengröße des Gels bestimmt. Die 
verschiedenen SDS-Gelelektrophoresesysteme unterscheiden sich unter anderem in den 
verwendeten Puffern. Bei dem diskontinuierlichen Laemmli-System wird ein Tris-Glyzin-Puffer 
verwendet. Im oberen Sammelgel werden die Proteine bei niedriger Acrylamidkonzentration (3-4 %) 
und pH 6,8 zu einer schmalen Bande konzentriert, um dann im Trenngel bei pH 8,8 und höherer 
Acrylamidkonzentration (5-15 %) nach ihren Molekulargewichten aufgetrennt zu werden.  
Für das Trenngel wurden die Lösungen, wie beschrieben, zusammenpipettiert und durch Zugabe von 
APS und TEMED die Polymerisation gestartet. Anschließend wurde das Trenngel mit 
wassergesättigtem Isobutanol überschichtet, um einen geraden Abschluss zu erhalten. Nach der 
Polymerisation des Trenngels wurde das Alkoholgemisch durch Waschen mit ddH2O entfernt und das 
Sammelgel gegossen, in das ein Probenkamm (10 oder 13 Taschen) eingesetzt wurde. Anschließend 
wurde der Kamm entfernt, das Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt und mit 1 x Laufpuffer 
überschichtet. Bis zu 40 µl der mit SDS-Probenpuffer versetzten und 5 min bei 95° C erhitzten Proben 
wurden in die Taschen gefüllt. Zusätzlich wurde für die Größenbestimmung ein 
Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Elektrophorese der Proteine erfolgte bei einer 
Einlaufspannung für das Sammelgel von 80 V und eine Laufspannung für das Trenngel von 140 Volt. 
Wurde die gewünschte Auftrennung erreicht (erkennbar am Proteinmarker) wurde die 
Elektrophorese gestoppt und das Gel im Western Blot weiterverarbeitet. 
2.5 Western Blot 
Als Blotten bezeichnet man den Transfer von DNA, RNA oder Proteinen auf eine Trägermembran. 
Beim Western Blot wird dabei das durch SDS-PAGE aufgetrennte Gel auf eine Membran übertragen, 
danach kann das Protein auf der Membran angefärbt oder mittels Immunodetektion identifiziert 
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werden. Im Vergleich zum Gel ist die Membran leichter zu handhaben, dadurch können Reaktionen 
und Waschvorgänge schneller und einfacher ablaufen. 
2.5.1 Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran (semi-dry Blot) 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine in einem denaturierenden  
SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine in einem halbtrocken Blot (semi-dry Blot) auf eine 
Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) transferiert. Dazu wurden drei Whatmann-Filter in 
Blotpuffer getränkt und blasenfrei auf die positive Anode einer Blotapparatur gelegt. Darauf folgte 
die kurz in Methanol befeuchtete und in Blotpuffer getränkte Membran und anschließend das Gel, 
welches ebenfalls kurz mit Blotpuffer equilibriert wurde Den Abschluss bildeten drei weitere in 
Blotpuffer getränkte Filter. Nach Montage der negativen Kathode wurden die Proteine bei  
0,8 mA/cm2 für 90 min bei Raumtemperatur auf die Membran geblottet. 
2.5.2 Reversible Proteinfärbung mit Ponceau-S 
Ob ein Transfer auf eine PVDF-Membran richtig funktioniert hat, lässt sich mit einer  
Ponceau-S-Färbung nachweisen. Durch diese reversible Färbung können die auf die Membran 
geblotteten Proteine sichtbar gemacht werden. Diese Methode wurde auch benutzt, falls die 
Membran zur Weiterverarbeitung z.B. durchgeschnitten werden musste, damit nicht innerhalb einer 
Laufspur geschnitten wurde. Die Sensitivität des Ponceau-S-Färbung ermöglicht es Banden mit einer 
Proteinmenge von >50 ng zu färben.  
Die frisch geblottete Membran wurde zur Färbung mit einer 10 %-igen Ponceau-S-Lösung  gefärbt 
und anschließend mit ddH2O entfärbt. Die transferierten Proteine werden als rote Banden sichtbar. 
Direkt nach der Färbung kann die Membran mit 5 % Magermilch in TBS blockiert und mittels 
Immunodetektion weiterverarbeitet werden. Die Ponceau-S-Färbung hat keinen Einfluss auf 
anschließende Immunfärbungen. 
2.5.3 Immunodetektion 
Mithilfe der Immunodetektion ist es möglich, spezifische Proteine auf einer PVDF-Membran 
nachzuweisen. Während die Färbung mit Ponceau-S, bzw. Coomassie-Brilliant-Blue alle Proteine auf 
einer Blotmembran anfärbt, kann man sich bei der Immunodetektion durch die Wahl eines 
geeigneten Antikörpers spezifisch das Protein von Interesse detektieren. 
Zur Absättigung der freien, unspezifischen Bindungsstellen der Membran wurde diese nach dem 
Blotten mit 5 % Magermilch in TBS für 30 min bei RT blockiert. Anschließend wurde die Membran mit 
dem Erstantikörper in 2,5 % Magermilch/TBS für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4° C 
inkubiert. Die richtige Erstantikörperkonzentration wurde anhand der Herstellerangaben oder durch 
Vorexperimente ermittelt. Nach dreimaligem Waschen für 15 min mit 0,05 % Tween/TBS erfolgte 
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eine Inkubation mit einem peroxidasegekoppelten Zweitantikörper in 5 % Magermilch/TBS für 
30 min bei RT. Anschließend wurde wiederum dreimal für 15 min mit 0,05 % Tween/PBS gewaschen. 
Zur Detektion der Proteinbanden wurde ein Chemilumineszenz-Substrat (ECL-Lösung) verwendet. 
Dabei katalysiert der Meerrettich-Peroxidase-konjugierte Antikörper die Oxidation von Luminol und 
löst dadurch eine Chemilumineszenz aus. Die entstehende Lichtemission wird über einen Film 
gemessen. Der Film wird an den Stellen belichtet, an denen der Erstantikörper an sein Antigen 
bindet. Die Membran wurde dazu für 1 min mit 3-5 ml der Reagenzien 1 und 2 pro cm2 Membran 
inkubiert. Anschließend wurde je nach Stärke des erwarteten Signals für die entsprechende Zeit ein 
Röntgenfilm (Hyperfilm ECL) aufgelegt, üblicherweise für 1 min, 5 min und eventuell 30 min. 
2.5.4 Peroxidase-Signal löschen 
PVDF-Membranen können mehrere Male mit einem unterschiedlichen Antikörper überprobt werden. 
Damit die bereits detektierten Banden nicht stören, kann die Peroxidase der gebundenen 
Zweitantikörper durch Natrium-Azid inaktiviert werden. Dazu wurden die Blots nach der Detektion 
für ca. 45 min getrocknet, kurz in Methanol getränkt und mit ddH2O gewaschen. Anschließend 
wurden die Membranen 30 min in 5 % Magermilch mit 0,1 % Natrium-Azid inkubiert, danach gemäß 
dem normalen Immunodetektionsprotokolles der Erstantikörper dazugegeben und wie bereits 
beschrieben fortgefahren. 
2.6 Aufreinigung von Vesikeln aus humanen Körperflüssigkeiten 
und aus Zellkulturüberständen 
Mikrovesikel verschiedener Art (Exosomen, Mikrovesikel, apoptotische Membranbläschen) können 
aus einer Vielzahl von Körperflüssigkeiten (Aszites, Serum, Urin, Fruchtwasser) sowie aus 
Zellkulturüberständen aufgereinigt werden. Je nach Zusammensetzung und Dichte der Flüssigkeit 
unterscheiden sich die Aufreinigungsmethoden voneinander. 
2.6.1 Herkunft der humanen Proben (Aszites, Fruchtwasser, Serum, Urin) 
2.6.1.1 Urin 
Urinproben von Neugeborenen wurde uns von Dr. Markus Sperandio (Universitätsklinikum 
Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Urinproben von Erwachsenen Probanden wurde von freiwilligen 
gesunden Spendern anonym im DKFZ gesammelt. 
2.6.1.2 Fruchtwasser 
Fruchtwasser wurde bei routinemäßigen Amnioszentesen entnommen und die Zellen zur 
Pränataldiagnostik bei Risikoschwangerschaften auf chromatische Aberrationen untersucht. Das 
zellfreie Fruchtwasser wurde vom Cytogenetischen Labor, Leiter Dr. Hager, Institut für 
Humanbiologie Heidelberg zur Verfügung gestellt.  
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2.6.1.3 Aszites und Seren von Ovarialkarzinom-Patientinnen 
Die Entnahmen der Aszitesproben und der Seren von Ovarialkarzinompatientinnen wurden in 
Kooperation mit Dres. D. Koensgen, A. Mustea und J. Sehouli (Charité Berlin) und in 
Übereinstimmung mit den Vorgaben der Ethikkommission der Charité Berlin durchgeführt.  
Weitere Asziten wurden von Dr. F. Marmé (Universität Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 
2.6.2 Aufreinigung aus Zellkulturüberständen 
Die Isolation von Vesikeln aus Zellkulturüberständen erfolgte durch hochtourige Ultrazentifugation. 
Dazu wurde das konditionierte Medium von den Zellen abgenommen und für 15 min bei 300 x g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Falcon-Röhrchen überführt und erneut für 20 min 
bei 10.000 x g zentrifugiert. Durch die beiden Zentrifugationsschritte wurden restliche Zellen und 
Zelltrümmer (zellulärer Debris) entfernt. Die gereinigten Überstände wurden, je nach Volumen, in 
SW27-, SW40- oder SW60-Polypropylen-Zentrifugenröhrchen überführt, die dann in die 
entsprechenden Ultrazentrifugenbecher eingesetzt wurden. Die Isolation der enthaltenen Vesikel 
erfolgte durch Ultrazentrifugation (Beckmann-Ultrazentrifuge) unter Vakuum bei 100.000 x g, 4° C 
und für die in Tabelle 5 angegebene Dauer. Die Überstände wurden nach der Ultrazentrifugation 
verworfen und die pelletierten Vesikel im gewünschtem Puffer aufgenommen. 
Rotortyp 
(Beckman) Volumen der Röhrchen 
Rotorgeschwindigkeit für 
100.000 x g Zentrifugationszeit 
SW27 36 ml 24.000 rpm 2,5 h 
SW40 12 ml 24.000 rpm 2 h 
SW60 3,6 ml 36.000 rpm 2 h 
Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten Rotoren und die damit verbundene Rotorgeschwindigkeit und 
Zentrifugationsdauer für eine optimale Sedimentation der Vesikel. 
2.6.3 Aufreinigung aus Aszites 
Als Aszites wird die natürlich vorkommende Flüssigkeit im Bauchraum bezeichnet, die vor allem aus 
Zellen, Vesikeln, gelösten Proteinen, Fetten sowie Wasser besteht. Er hat unter anderem die Aufgabe 
mechanische Belastungen zwischen den Organen zu minimieren. Bei Tumorpatienten besteht oft 
eine sehr starke Aszitesproduktion. Um die Lebensqualität der Patienten zu erhöhen, wird maligner 
Aszites in bestimmten Zeitabständen durch Punktion entfernt. Um Vesikel aus Aszites analysieren zu 
können, reicht eine einfache Sedimentation, wie bei Zellkulturüberständen in der Ultrazentrifuge, 
nicht aus. Durch die in Aszites gelösten Proteine, die unter anderem auch Antikörper mit 
einschließen, wäre ein Vesikelpellet nach einfacher Ultrazentrifugation stark verunreinigt.  
Deswegen wurden zuerst Zellen und Zelltrümmern durch zwei Zentrifugationsschritte (15 min,  
300 x g und 20 min, 10.000 x g) entfernt. Anschließend wurden in ein SW28-Zentrifugenröhrchen  
5 ml 40 %-ige Sucrose vorgelegt und danach mit Aszites überschichtet (Abbildung 8). Durch 
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Ultrazentrifugation für 1,5 h bei 100.000g und 4° C wurden die Vesikel in das Sucrosekissen 
zentrifugiert.  
Der vesikelfreie Aszitesüberstand wurde bis ca. 1 cm über dem Kissen abgenommen und verworfen. 
Das Sucrosekissen und der restliche Überstand wurden in ein neues SW28-Zentrifugenröhrchen 
überführt und das Restvolumen wurde mit autoklaviertem 1 x PBS aufgefüllt. Durch diesen Schritt 
wurde die Sucrose genügend verdünnt, dass beim nächsten Zentrifugationsschritt (1,5 h, 100.000 x g, 
4° C) die Aszitesvesikel pelletiert werden können. Der geklärte Überstand wurde abgekippt und das 
Pellet für ca. 5min getrocknet. Danach erfolgte die Resuspension des Pellets in 500 µl PBS oder einem 
anderen geeigneten Puffer. Zur Analyse der verschiedenen Vesikel erfolgte die Weiterverarbeitung 
durch einen Sucrosegradient (Kapitel 2.7 Fraktionierung im Sucrosegradient). Für spätere 
Mausexperimente wurde den Tieren, bei einer Versuchsdauer von 26 Tagen, 6-mal mit jeweils  
500 µg Exosomen injiziert. Die dazu notwendige Proteinmenge von 3 mg pro Maus wurden aus  
ca. 125 ± 69 ml Aszites aufgereinigt. 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung der Aufarbeitung von Aszites oder Serum. Die Volumina sind abhängig 
von den verwendeten Ultrazentrifugenröhrchen. Das Schema bezieht sich auf die Aufreinigung in einem  
SW40-Röhrchen. 
2.6.4 Aufreinigung aus Serum 
Serum ist per Definition zwar frei von zellulären Bestandteilen und Gerinnungsfaktoren, es enthält 
jedoch bis zu 7 % gelöste Proteine, die auch Immunglobuline umfassen. Um auch hier Vesikel von 
ungewollten Bestandteilen zu trennen, wurde ebenfalls eine Aufreinigung mit einem Sucrosekissen 
durchgeführt. Dazu wurden 2 ml 40 %-ige Sucrose in ein SW40 Röhrchen vorgelegt und anschließend 
mit 10 ml Serum/PBS (1-3 ml Serum auf 10 ml mit PBS aufgefüllt) überschichtet. Anschließend 
erfolgte die Zentrifugation und Weiterverarbeitung wie in Kapitel 2.6.3 Aufreinigung aus Aszites 
beschrieben. 
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2.6.5 Aufreinigung aus Fruchtwasser und Urin 
Fruchtwasser und Urin wurden wie konditionierte Überstände aus der Zellkultur aufgereinigt. Dazu 
wurden die Vesikel, nach der Entfernung von Zellen und Zelltrümmern, durch Ultrazentrifugation 
pelletiert (Kapitel 2.6.2 Aufreinigung aus Zellkulturüberständen) und anschließend in einem 
geeigneten Volumen Puffer aufgenommen. 
2.7 Fraktionierung im Sucrosegradient 
Durch Sucrosegradienten wurden ursprünglich homogenisierte Zellen in subzelluläre Bestandteile 
(Zellorganellen, Membranen, …) aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt dabei aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Dichten und somit nach dem Archimedischen Prinzip. Mithilfe dieses Prinzips ist es 
auch möglich verschiedene Vesikel voneinander zu trennen. Der Sucrosegradient ist dabei gut 
geeignet, um Exosomen von Membranbläschen, die bei der Apoptose entstehen können, zu trennen. 
Mit einem von uns entwickelten modifizierten Sucrosegradient ist es möglich, die 
Exosomenpopulation noch weiter zu fraktionieren und somit verschiedene exosomale 
Subpopulationen zu unterscheiden (Keller et al., 2007). 
2.7.1 Sucrosegradient 
Der Sucrosegradient wurde nach dem Schema in Abbildung 9 beladen. Dabei wurden schrittweise 
Sucroselösungen mit unterschiedlicher Dichte übereinander pipettiert und zuletzt die Vesikel als 
oberste Schicht aufgetragen. Anschließend wurden die Gradienten 2,5 h in einem Beckman  
SW40-Rotor bei 4° C und unter Vakuum zentrifugiert.  
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Aufarbeitung von Vesikeln mit dem Sucrosegradient 
Nach der Zentrifugation wurden die Gradienten von oben nach unten in 1 ml Schritten abgenommen 
und in Falcon-Röhrchen überführt. Die Fraktionen enthalten die nach ihrer Dichte aufgetrennten 
Vesikeln. Dies führt zu einer Fraktionierung in (1) Exosomen (Fraktionen 3-7) und (2) apoptotischen 
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Membranbläschen (Fraktionen 8-12). Der Gradient umfasst dabei einen Dichtebereich von  
1,04-1,23 g/ml. 
2.7.2 Modifizierter Sucrosegradient 
Der modifizierte Sucrosegradient (Abbildung 10) erlaubt es, die Exosomenpopulation, die sich im 
Sucrosegradient in den Fraktionen 3-7 befinden, auf 11 Fraktionen zu spreizen. Dafür wurden  
SW40-Röhrchen wie in Abbildung 11 beladen und für 2,5 h bei 100.000 x g und 4° C zentrifugiert. 




Abbildung 10: Vergleich der Dichteverteilung nach Ultrazentrifugation zwischen dem Sucrosegradient und 
dem modifizierten Sucrosegradienten. 
 




































METHODEN E 61 
2.8 Proteinfällungen 
2.8.1 Aceton-Proteinfällung 
Zur Fällung des in der Sucrose gelösten Proteins wurden die Fraktionen (jeweils 1 ml) mit dem  
10-fachen Volumen 100 % Aceton vermischt und gut gevortext. Dabei fallen sowohl Proteine als auch 
die in dieser Fraktion gelöste Sucrose aus. Die Präzipitate wurden für mindestens 2 h bei -20° C 
inkubiert. Anschließend erfolgte die Sedimentation des Präzipitats in der Zentrifuge bei 10.000 x g 
und 4° C für 20 min. Der Überstand  wurde mit der Wasserstrahlpumpe bis zum Sucrose/Protein-
Pellet abgesaugt. Durch Zugabe des 5-fachen Volumens 50 % Aceton/ddH2O wurde die ausgefallene 
Sucrose unter vortexen gelöst. Danach wurde erneut bei 10.000 x g und 4° C für 20 min zentrifugiert 
und der resultierende Überstand wurde abgesaugt. Die Proteinpellets wurden über Nacht getrocknet 
und am nächsten Tag in SDS-Probenpuffer aufgenommen. 
2.8.2 Methanol-Chloroform-Proteinfällung 
Eine weitere Methode, die zur Proteinfällung von Sucrosegradienten verwendet wurde, ist die 
Methanol-Chloroform-Fällung. Den gefällten Fraktionen (1 ml) wurde das 4-fache Volumen 
Methanol, das 3-fache Volumen ddH2O und das 1-fache Volumen Chloroform dazugeben. Das 
Gemisch wurde gut geschüttelt und 10-20 sec gevortext. Danach wurden die Röhrchen bei 10.000 x g 
und 4° C 20 min zentrifugiert, um das ausgefallene Protein zu pelletieren. Der Überstand wurde mit 
der Wasserstrahlpumpe bis kurz über die Chloroform/Protein-Phase (1 ml am Boden des Röhrchen) 
abgesaugt. Anschließend wurde das 6-fache Volumen Methanol hinzugefügt, wiederum gevortext 
und erneut 20 min bei 10.000 x g und 4° C zentrifugiert. Der Überstand wurde komplett abgesaugt 
und die Pellets über Nacht getrocknet. Am nächsten Tag wurden die präzipitierte Proteine im 
entsprechenden Puffer aufgenommen und weiterverarbeitet. 
2.8.3 Trichloressigsäure-Proteinfällung (TCA-Fällung) 
Zur Fällung von Proteinen aus wässrigen Lösungen wie z.B. Zellkulturmedium wurde die 
Trichloressigsäure-Fällung (TCA-Fällung) verwendet. Mithilfe dieser Methode können Vesikel direkt 
ohne Zentrifugation aus serumfreien Zellkulturüberstand aufgereinigt werden. Im Gegensatz zur 
Ultrazentrifugation gibt es bei dieser Methode Verunreinigungen durch lösliche Proteine, die 
ebenfalls gefällt werden. Die Zellkulturüberstände wurden in 2 ml Eppendorf-Röhrchen aliquotiert. 
Restliche Zellen und Zelltrümmer wurden durch einen Zentrifugationsschritt bei 16.000 x g für  
10 min in der Tischzentrifuge entfernt. Nach dem Überführen von 1,8 ml in neue  
Eppendorf-Röhrchen, wurden 200 µl einer 100 % TCA Lösung zupipettiert (10 % Endkonzentration). 
Zur Unterstützung der Fällung erfolgte die Inkubation für 15 min auf Eis und die anschließende 
Zentrifugation für  15 min bei 16.000 x g in der Tischzentrifuge. Der Überstand wurde durch 
vorsichtiges Absaugen vom Pellet getrennt. Reste von TCA wurden durch zweimaliges Waschen mit 
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jeweils 1 ml Diethylether, gefolgt von einer Zentrifugation von 10 min bei 13.000 rpm, entfernt. 
Restliches Lösungsmittel wurde bei Raumtemperatur abgedampft und die Pellets anschließend in 
SDS-Probenpuffer aufgenommen. 
2.9 Markierung von Exosomen 
Zur Beobachtung der Aufnahme von Exosomen durch andere Zellen wurden diese zuvor gefärbt. 
Dafür wurden verschiedene Verfahren und Färbemethoden mit unterschiedlichen Farbstoffen 
entwickelt. Grundlage für die Wahl des geeigneten Farbstoffes waren unter anderem Eigenschaften 
wie Fixierbarkeit durch Paraformaldehyd, Verträglichkeit mit Detergenzien und Kreuzreaktivität mit 
Antikörpern. Mithilfe dieses Methodenrepertoires lassen sich sowohl isolierte Exosomen als auch 
Exosomen in der Zelle anfärben. 
2.9.1 PHK67-Färbung 
Der grünfluoreszierende Farbstoff PKH67, welcher ursprünglich zum Markieren von biologischen 
Membranen diente, lagert sich aufgrund seiner langen aliphatischen Schwänze in die Membran ein. 
Die Reaktion läuft in einem iso-osmotischen Puffersystem ab (Diluent C Puffer, Molecular Probes) und 
ist somit auch zu Färbung der Membran lebender Zellen geeignet. 
Zuerst wurden Exosomen isoliert und in 2 ml Diluent C resuspendiert, anschließend wurden  
2,5-5 µM PKH67 zupipettiert. Nach einer Inkubation bei 37° C für 10 min wurde die Probe in ein  
SW27-Ultrazentrifugenröhrchen überführt, mit 1 ml vesikelfreiem FCS und PBS aufgefüllt und in der 
Ultrazentrifuge pelletiert (100.000 x g, 2 h, 12° C). Das Pellet wurde in einem geeigneten Volumen 
PBS oder anderem Puffer aufgenommen und im Versuch eingesetzt. Als Farbstoffkontrolle wurde der 
gleiche Ansatz ohne Exosomen wiederholt. Das Farbstoffpellet wurde im gleichen Volumen wie die 
gefärbten Exosomen aufgenommen und diente fortan als Referenz für die unspezifische Bindung des 
Farbstoffes. 
2.9.2 CFSE-Färbung 
Eine weitere von uns etablierte Färbemethode von Exosomen basiert auf dem Farbstoff  
CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester). Hierbei handelt es sich um ein farbloses, nicht 
fluoreszentes Molekül mit einem Succinimidylester als funktionelle Gruppe und zwei Acetatresten. 
Das Molekül diffundiert passiv in die Zelle, wo durch intrazelluläre Esterasen die Acetatreste 
abgespalten werden. Danach kann der aktivierte Succinimidylester mit intrazellulären Aminen 
reagieren und es formt sich ein fluoreszentes Farbstoff-Protein-Konjugat. CFSE-Färbungen sind sehr 
stabil und können für die Mikroskopie zusätzlich fixiert werden. Weiterhin sind die Konjugate durch 
ihre kovalente Bindung detergenzresistent, dadurch können auch Membranen von Zellen 
permeabilisiert werden ohne dass der Farbstoff ausgewaschen wird. 
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Zur Färbung wurde die gewünschte Menge Exosomen in einem kleinen Volumen (bis 200 µl) 
0,1 % BSA/PBS aufgenommen, 5 µM CFSE zugegeben und 30 min für 37° C im Heizblock inkubiert. Die 
Reaktionsmischung wurde in ein SW40-Röhrchen überführt und mit DMEM und 10 % vesikelfreiem 
FCS aufgefüllt. Nach Pelletierung der Exosomen in der Ultrazentrifuge (100.000 x g, 16 h, 12° C) 
wurde das Pellet in einem angemessenen Volumen aufgenommen. Eine Kontrolle mit Farbstoff ohne 
Exosomen diente wiederum als Referenz. 
2.9.3 Biotinylierung von Exosomen 
Neben den beschriebenen Farbstoffen, lassen sich auch durch klassische Biotinylierung Exosomen 
markieren, um deren Weg in der Zelle näher charakterisieren zu können. Zur Detektion nutzt man die 
hohe Affinität von Biotin und Avidinen aus und benutzt daher Reagenzien wie 
fluoreszenzkonjugiertes Streptavidin oder Neutravidin. Diese Methodik erlaubt auch die Wahl des 
Farbstoffes, da Avidine als Konjugate vieler gebräuchlicher Fluoreszenzfarbstoffe im Handel erhältlich 
sind. 
Dazu wurden 50-300 µg Exosomen in PBS aufgenommen und mit einem gleichen Volumen  
5 mM EZ-Link-Sulfo-NHS-Biotin in PBS (2,2 g Biotin in 1 ml PBS) für 30 min bei 4° C inkubiert. Die 
Reaktionsmischung wurde in ein SW27-Ultrazentrifugenröhrchen überführt, und freies reaktives 
Biotin durch Auffüllen der Röhrchen mit 200 mM Glyzin in PBS abgefangen. Anschließend wurden die 
Exosomen in der Ultrazentrifuge pelletiert und in Puffer aufgenommen. Eine Probe mit der gleichen 
Menge Biotin wie in dem Exosomenansatz, diente als Kontrolle, wie gut das freie Biotin durch die 
Glyzin Lösung abgefangen wurde. 
2.9.4 BODIPY® FL C5-ceramide-Färbung 
Neben der direkten Färbung von isolierten Exosomen können mit dem Farbstoff  
BODIPY® FL C5-ceramide (N-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-pentanoyl)-
sphingosine) Exosomen direkt in der lebenden Zelle angefärbt werden. Dabei nutzt man die 
Eigenschaft, dass Membranen des Golgi-Komplexes an der Biosyntese von Exosomen teilhaben. 
(Laulagnier et al., 2005). Der im Golgi-Apparat akkumulierende Farbstoff BODIPY® FL C5-ceramide 
färbt somit auch zum Teil Exosomen in der Zelle an. 
Es wurde eine Stocklösung des Farbstoffes (1 mM = 1 mg/ml) in Methanol herstellt. Die Zellen 
wurden mit 1 µM Farbstoff gelöst in serumfreien Medium für 10 min bei 37° C inkubiert. Restlicher 
Farbstoff wurde durch Waschen mit serumfreien DMEM Medium, dem 0,68 mg/ml entfettetes BSA 
zugesetzt wurde, entfernt. Anschließend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem Farbstoff für den 
gewünschten Zeitwert (30 min bis 2 h) in serumfreiem DMEM Medium mit BSA. Die Auswertung und 
Aufnahme der Exosomen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. 
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2.9.5 N-Rh-PE-Färbung 
Ein weiterer Farbstoff, der sich spezifisch in Exosomen anreichert, ist das Rhodamin-konjugierte 
Phosphatidylethanolamin N-Rh-PE (N-(lissamine rhodamine B sulfonyl)-phosphatidylethanolamine). 
Diese Peptid diente bislang als Marker um Membrantransporte zu analysieren (Willem et al., 1990), 
eignet sich aber auch um Exosomen zu markieren (Savina et al., 2002). Wie bei der  
BODIPY® FL C5-ceramide Färbung können auch hier die Zellen lebend gefärbt werden. Um Zellen in 
einer großen Zellkulturschale (Ø 150 mm) zu färben, werden 10 ml Färbelösung benötigt. Dazu 
wurden pro ml gewünschter Färbelösung 13,3 µl (2 nM) einer N-Rh-RP Stocklösung  
(in Chloroform/Methanol, Verhältnis 2:1) abgenommen und über Nacht abgedampft. Der Farbstoff 
wird anschließend in 50 µl 100 % Ethanol aufgenommen und unter Vortexen mit einer Hamilton 
Pipette in serumfreies DMEM-Medium gegeben. Vor der Färbung wurden die Zellen zweimal mit 
kaltem serumfreien Medium gewaschen und die vorbereitete Färbelösung in SF-Medium auf die 
Zellen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 4° C im Dunkeln wurde das Medium 
abgenommen und die Zellen zur Entfernung von ungebundenem Farbstoff dreimal mit eiskaltem PBS 
gewaschen. Durch Kultivierung für 3 h bei 37° C mit normalem DMEM Medium im Dunkeln reicherte 
sich der Farbstoff in den Exosomen an.  
  
 
METHODEN E 65 
3 Molekularbiologische Methoden 
3.1 Gesamt RNA Isolation aus Zellen 
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen erfolgte mithilfe des RNeasy Mini Kits. Nach 
diesem Protokoll wird das Zellmaterial mit einem Guanidinisothiocyanat-Puffer lysiert und die 
enthaltenen RNAsen gleichzeitig inaktiviert. Es wurden 5 x 105 bis 1 x 107 Zellen in 600 µl RLT-Puffer 
(mit 6 µl ß-Mercaptoethanol) lysiert und anschließend per Zentrifugation bei 16.000 x g für 2 min 
durch eine QIAshredder-Säule homogenisiert. Durch diesen Prozess wurde die genomische DNA 
zusätzlich in kleine Fragmente geschert. Zur Fällung der DNA aus der Lösung wurden 600 µl 70 %-iger 
Ethanol zum Homogenat pipettiert. Anschließend wurde der Reaktionsansatz zur Bindung der RNA an 
das Säulenmaterial auf eine Qiagen-RNeasy Säule überführt und 15 sec bei 16.000 x g zentrifugiert. 
Zur Entfernung der Puffersalze und der Verunreinigungen wurde die Säule mit 700 µl RW1-Puffer und 
zweimal mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen. Durch einen Zentrifugationsschritt für 1 min bei 16.000 x g 
wurden die Säulen getrocknet. Anschließend wurden zur Elution 40 µl RNase-freies Wasser direkt auf 
das Säulenmaterial gegeben, 1 min inkubiert und die RNA durch erneute Zentrifugation für 1 min bei 
13.000 x g eluiert 
3.2 cDNA Synthese 
Die Synthese von cDNA aus mRNA erfolgte mithilfe des First-Strand cDNA Kit von Fermentas. Dafür 
wurden 11 µl einer gesamt RNA Präparation und 1 µl Oligo-(dT)-Primer in ein Eppendorf-Röhrchen 
vorgelegt und 5 min bei 70° C inkubiert. Nach kurzer Abkühlphase auf Eis und anschließender kurzer 
Zentrifugation wurde pro Ansatz 4 µl 5 x Reaction-Buffer, 1 µl RiboLockTM Ribonuklease Inhibitor und 
2 µl 10 mM dNTP Mix zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde vorsichtig gemixt, kurz 
abzentrifugiert und anschließend 5 min für 37° C inkubiert. Nach Zugabe von je 1 µl  
ReverdAidTM H Minus Reverse Transkriptase erfolgte die Umschreibung der mRNA in cDNA bei 42° C 
für 60 min. Durch Erhitzen für 10 min bei 70° C wurden die Enzyme denaturiert und die Reaktion 
gestoppt. Anschließend erfolgte eine Aufreinigung der cDNA mittels MicroSpin G50-Säulen. Dadurch 
wurden Verunreinigungen durch Primer, Nukleotiden, Salzen und Enzymen entfernt. Für die 
Aufreinigung wurde das komplette Volumen der cDNA Synthese (ca. 20 µl) auf eine vorbereitete 
Säule getropft und für 1 min bei 3.500 x g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die gereinigte cDNA 
wurde im NanoDrop vermessen oder bei -20° C eingefroren. 
3.3 Messung von DNA/RNA/cDNA Konzentration im NanoDrop 
Spektrometer 
Die Bestimmung der Reinheit und Konzentration von RNA und DNA wurde an einem NanoDrop 
Spektrometer vorgenommen. Gemessen wurde die Absorption bei 260 nm Wellenlänge.  
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Dabei entsprach eine OD 260 von 1,0 in Falle von RNA einer Konzentration von 40 µg/ml, bei cDNA 
(einzelsträngige DNA) einer Konzentration von 33 µg/ml und bei DNA (doppelsträngige DNA) einer 
Konzentration von 50 µg/ml. Die Reinheit wurde durch den Quotienten 260/280 nm bestimmt. Ein 
Quotient von 1,8 bis 2,0 galt dabei als optimal.  
3.4 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 
Um Veränderung in der Expression eines Gens zu messen, wurde die isolierte cDNA per quantitativer 
Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR, Quantitative RealTime PCR) vermessen. Die 
Polymerasekettenreaktion (PCR) stellt eine sehr sensitive Methode zur spezifischen Amplifikation von 
DNA Sequenzen dar. Dabei folgt in mehreren Zyklen, nach einer Hitzedenaturierung der zu 
amplifizierenden DNA, die Hybridisierung eines spezifischen Oligonukleotidprimer–Paares an die 
komplementären Sequenzen der Matrizen DNA. An die freien Hydroxylgruppen der Primer werden 
durch eine hitzebeständige DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) komplementäre Nukleotide 
angeheftet. Dabei wird die DNA-Sequenz in 3‘-Richtung der Primer amplifiziert, wobei die Länge der 
neu synthetisierten DNA von der Amplifikationsdauer abhängt. Jede neu synthetisierte DNA dient im 
nächsten Zyklus wieder als Matrize für den nächsten Amplifikationszyklus. Das der quantitativen PCR 
zugrunde liegende Prinzip ist die kontinuierliche Messung der Fluoreszenz der 
Amplifikationsprodukte. Deshalb wird dem Reaktionsansatz ein Fluoreszenzfarbstoff (SYBR®-Green I) 
zugegeben. SYBR®-Green I interkaliert unspezifisch an doppelsträngige DNA, was mit 
fortschreitender PCR Reaktion zu einem Anstieg im Fluoreszenzsignal führt. Da das gemessene 
Fluoreszenzsignal direkt proportional mit dem Amplifikationsprodukt ansteigt, ist es möglich eine 
DNA Probe zu quantifizieren. Um eventuelle Volumenschwankungen durch Pipettierfehler oder 
unterschiedliche Konzentrationen innerhalb der Reagenzien ausgleichen zu können, enthält der 
verwendete Reaktionsmix den passiven Fluoreszenzfarbstoff ROX, dessen Intensität durch die der 
SYBR®-Green-Fluoreszenz in der entsprechenden Probe dividiert wird. 
Neben dem gewünschten Template werden auch Dimere und Nebenprodukte aufgrund der 
unspezifischen Bindung von SYBR®-Green I markiert. Eine Unterscheidung zwischen Produkt und 
Primerdimeren erfolgt mittels Schmelzkurvenanalyse. Dabei werden die PCR Produkte kontinuierlich 
aufgeheizt, bis sie in ihrem Schmelzpunkt (Tm) nur noch als Einzelstrang vorliegen. Primerdimere 
schmelzen aufgrund ihrer Größe bei einer geringeren Temperatur als die spezifischen, größeren PCR 
Produkte. 
Die Berechnung der relativen Expression basiert auf dem Fluoreszenzschwellenwert, dem so 
genannten Treshold-Cycle oder Ct-Wert. Gemeint ist damit die Zyklenzahl bei der die 
Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Dieser Schwellenwert wird für 
jeden qRT-PCR Lauf neu definiert, er sollte bei einer logarithmischen Darstellung der Zyklenzahl 
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gegen die Intensität der SYBR®-Green Fluoreszenz in der beginnenden stabilen Phase des 
exponentiellen Anstieges der Fluoreszenz liegen. Zum Zeitpunkt des exponentiellen Anstieges geht 
man davon aus, dass es bei der Reaktion noch keinen limitierenden Faktoren (z.B. Primer- oder 
Nukleotidmangel) gibt. Parallel dazu werden bei jeder PCR bekannte Templatemengen amplifiziert, 
um eine Standardkurve zu erstellen, anhand derer man aus einem bestimmten CT-Wert auf eine 
Templatekonzentration schließen kann. Da die hier verfolgte Fragestellung einen Vergleich gleicher 
Gene nach verschiedenen Behandlungen verfolgte, war eine Standardkurve zur absoluten 
Bestimmung nicht notwendig.  
Zur relativen Quantifizierung der Expression wird der Ct-Wert des zu bestimmenden Reportergens 
immer auf die Expression eines nichtregulierten und konstitutiv exprimierten Gens (Haushaltsgen) 
bezogen. Somit lassen sich eventuelle Ungleichmäßigkeiten der cDNA-Mengen zwischen den 
unterschiedlichen Proben ausgleichen. Dafür wurden zunächst der ΔCt-Wert aus den Mittelwerten 
der Ct-Werte des zu quantifizierenden Gens und des Haushaltgens bestimmt. 
ΔCt =  !Ct" + Ct$ +  Ct%n 'Zielgen-. −  
Ct" + Ct$ +  Ct%
n 'Haushaltsgen-.! 
n = Anzahl der Mehrfachansätze  
Der Standardfehler des ΔCt-Wertes wurde aus den jeweiligen Standardfehlern von Ziel- und 
Haushaltsgen berechnet:  
456789: =  ;<4567=>?@A>BC@DEFG$ + <4567HIEBDEFG$J  
Die Normalisierung der quantifizierten Regulation des Zielgens erfolgte die Ermittlung der Differenz 
aus dem ΔCt Wert der behandelten Probe und der unbehandelten Kontrolle (ΔΔCt-Werte). Dieser 
Wert wird als endogene Referenz benutzt und als negativer Exponent von 2 zur Berechnung der 
relativen Expression des Zielgens eingesetzt. Im Falle der endogenen Referenz ergibt sich ein Wert 
von 1, auf den sich die Werte der quantifizierten Gene beziehen. 
ΔΔCt =  ΔCt 'behandelte Probe- −  ΔCt 'unbehandelte Kontrolle- 
Q R =   2T889: 
Der Gesamtfehler ergibt sich durch folgende Rechnung: 
4567 DE@>UC =  2T'VVWCXYZ[\] VWC-      und      4567 DE@>UC =  2T'VVWCTYZ[\] VWC- 
Für die eigentliche Messung wurden 1 µl cDNA (1ng pro Ansatz) mit 10 µl 2 x SYBR®-Green PCR 
Master Mix, je 1 μl forward und reverse Primer und 7 μl ddH2O gemischt. Zur Optimierung der 
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Primerkonzentration wurden Vorwärts- und Rückwärtsprimer in verschiedenen Konzentrationen 
(Tabelle 6) in einem Vorexperiment austitriert. Eine anschließende Schmelzkurvenanalyse zeigte, ob 
es sich bei der Amplifikation um spezifische oder unspezifische Produkte handelte. 
 Vorwärtsprimer [nM] 
Rückwärts-
primer [nM] 50 300 900 
50 50/50  300/50  900/50  
300 50/300  300/300  900/300  
900 50/900  300/900  900/900  
Tabelle 6: Konzentrationskombinationen zur Primer-Optimierung 
Zur Durchführung der Real-Time PCR wurde zunächst jeweils ein Mastermix für das Zielgen sowie für 
das Housekeeping-Gen separat hergestellt. Dieser bestand aus dem SYBR-Green Mix, der bereits den 
passiven Fluoreszenzfarbstoff ROX, die AmpliTaq Gold® Polymerase und dNTPs enthielt, den 
entsprechenden Vorwärts- und Rückwärtsprimern, der zu analysierenden cDNA sowie sterilem 
Wasser (Tabelle 7). Das Haushaltsgen β–Aktin diente dabei als Referenz. Die Berechnung erfolgte für 
jedes Gen in Triplikaten. Die Reaktion wurde in einem GeneAmp7300 durchgeführt. Das verwendete 
PCR-Programm zeigt Tabelle 8. 
Reagenzien Ansatz [µl] 
SYBR-Green 10 
Vorwärtsprimer  1 
Rückwärtsprimer 1 
cDNA (1 ng/µl) 1 
steriles Wasser 7 
Gesamt 20 
Tabelle 7: Zusammensetzung des SYBR®-Green PCR Reaktionsmixes  
Zeit und Temperatur 
Initiale Schritte jeder von 40 Zyklen 









Tabelle 8: PCR Parameter für  SYBR®-Green I Experimente 
3.4.1 Primer 
humanes β-Aktin 
Forward Primer: 5’- ACA AGA TGA GAT TGG CAT GGC -3’ 
Reverse-Primer: 5’- GCC ACA TTG TGA ACT TTG GGG -3’ 
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humanes Perforin-1 
Forward Primer: 5’- ACT CAC AGG CAG CCA ACT TT -3’ 
Reverse-Primer: 5’- GGG TGC CGT AGT TGG AGA TA-3’ 
3.5 DNA und RNA Isolation aus Exosomen 
Zur Aufreinigung von DNA und RNA aus Exosomen wurde das Reagenz Trizol verwendet. Dadurch ist 
es möglich sowohl DNA also auch RNA und Proteine in einem Ansatz aufzureinigen. Technisch 
gesehen handelt es sich um eine Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion. Die 
Exosomenpellets nach der Ultrazentrifugation wurden in 750 µl Trizol resuspendiert und für 2 min 
gevortext. Nach 5 minütiger Inkubation wurden 150 µl Chloroform zum Ansatz pipettiert, 15 sec 
gevortext und anschließend bei 12.000 x g für 15 min bei 4° C zentrifugiert. Man erhält eine obere 
wässrige farblose Phase (RNA) sowie eine untere rote Phenol/Chloroform Phase (DNA und Protein). 
3.5.1 RNA-Isolation 
Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt und 1/10 des Volumens  
3 M Natriumacetat (pH 5,5) und ein 3-faches des Volumens 100 % Ethanol zugegeben. Nach kurzem 
Vortexen wurde der Ansatz für mindesten 60 min bei -80° C inkubiert. Die präzipitierte RNA wurde 
durch Zentrifugation bei 12.000 x g für 30 min bei 4° C sedimentiert und das Pellet anschließend mit 
750 µl 75 % Ethanol gewaschen. Anschließend wurde bei 7.500 x g für 10 min bei 4° C zentrifugiert. 
Das überflüssige Ethanol wurde abgesaugt, die Pellets für 5-10min luftgetrocknet und dann in  
RNase-freiem Wasser aufgenommen.  
3.5.2 DNA-Isolation 
Etwaige Reste der wässrigen Phase wurden entfernt und dann 225 µl 100 % Ethanol zugegeben, kurz 
invertiert, 2-3 min bei RT inkubiert und anschließend bei 2.000 x g, 5 min bei 4° C zentrifugiert.  
Das Pellet wurde zweimal mit 0,1 M Natriumcitrat in 10 % Ethanol gewaschen, 30 min inkubiert und 
anschließend wieder für 2.000 x g, 5 min bei 4° C pelletiert. Nach 15 min Inkubation des DNA Pellets 
mit 1,5 ml 75 % Ethanol wurde erneut zentrifugiert. Anschließend wurde das Ethanol abgenommen 
und das Pellet nach Trocknung in RNase-freiem Wasser aufgenommen.  
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4 Murine Tumorwachstumsexperimente 
4.1 Tierhaltung 
Alle Mäuse wurden nach den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes gehalten und unter Kontrolle 
durch das Regierungspräsidium Karlsruhe durchgeführt. Gekaufte Mäuse für 
Tumorwachstumsexperimente wurden in Venti-Rack-Käfigen unter einer Schutzatmosphäre bei  
21-22° C und 50-60 % Luftfeuchtigkeit untergebracht. Tiere aus der eigenen Zucht (C57BL6 und 
C57BL6 CD24 k.o.) wurden in einer Barriere gehalten. Das Futter wurde 2-tägig gewechselt und 
bestand aus einer Standard Diät mit einem Eiweißträgeranteil (Sojaschrot) von 25 %, einem 
Energieträger (Mais- und Weizenschrot) von 48 % und einem Rohfaserträger (Grünmehl und 
Weizenkleie) von 26 %. Eine zugesetzte Mineralvormischung betrug 1 % der Gesamtmischung. 
4.2 Injektionsnarkose 
Für invasive Eingriffe (z.B. Herzpunktion) wurden die Tiere durch einer Kombination von  den 
Wirkstoffen Ketamin und Xylazin in Narkose versetzt. Ketamin wurde dabei als Analgetikum und 
Xylazin als Sedativum und Muskelrelaxans verabreicht. 
Ketamin (KetanestS) 120 mg/mg Gewicht 
Xylazinhydrochlorid (Rompun 2 %) 16 mg /mg Gewicht 
in 10 ml PBS verdünnen 
Tabelle 9: Rezeptur für die Injektionsnarkose bei der Maus. 
Pro 1 g Mausgewicht wurden 10 µl Narkoselösung i.p. verabreicht. Das Fortschreiten der 
Narkosestadien bis zum Stadium der chirurgischen Toleranz wurde mithilfe des Fußsohlenreflexes 
beobachtet. 
4.3 Herzpunktion  
Zur finalen Blutentnahme wurde die Maus in eine Narkose versetzt. Die Entnahme des Blutes 
erfolgte mittels einer G23 Kanüle (0,6 x 30 mm) und einer 1ml Spritze direkt aus dem Herz. Nach der 
Entnahme wurden die Mäuse mittels zervikaler Dislokation getötet. 
4.4 Injektion von SKOV3ip-Zellen und Aszitesexosomen  
Für Tumorwachstumsexperimente wurden 5 x 106 Tumorzellen (SKOV3ip oder SKOV3ip Luziferase) in 
300 µl PBS aufgenommen und i.p. mit einer G27 Kanüle (0,4 x 20 mm) in die linke Bauchseite von 
6 Wochen alten Weibchen injiziert. Danach wurde zweimal die Woche jeweils 0,5 mg humane 
Aszitesexosomen in 200 µl PBS i.p. injiziert. Die Verlaufskontrolle des Experimentes erfolgte durch 
Wiegen und Biolumineszenz-Messung des Tumors. Nach 24 Tagen wurde das Experiment gestoppt, 
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die Tumore aus dem Bauchraum der Tiere entnommen und deren Gewicht bestimmt. Zusätzlich 
wurden für weitere Analysen Vollblut durch Herzpunktion entnommen. 
4.5 In vivo Biolumineszenz-Messung von Tumoren 
Verschiedene bildgebende Verfahren (z.B. Computertomografie, Magnet-Resonanz-Tomografie, 
Ultraschall,...) ermöglichen der heutigen Forschung einen Einblick in den Körper von Menschen und 
Mäuse zu bekommen. Mit vielen dieser Verfahren können Tumorgröße und –lokalisation zuverlässig 
beobachtet werden. Dabei sind oft teure, komplizierte technische Geräte notwendig und oft müssen 
diese Geräte von geschultem Fachpersonal bedient werden. Einen anderen Ansatz bildet das 
Biolumineszenz-Bildgebungsverfahren. Hierbei werden Tumorzellen vor der Implantation mit einem 
Luziferase DNA-Konstrukt transfiziert. Das von den Zellen produzierte Genprodukt kann mittels 
Biolumineszenz in der Maus detektiert und aufgezeichnet werden. Biolumineszenz existiert in der 
Natur in verschiedenen Formen, wie z.B. das Leuchten von Glühwürmchen oder mariner Bakterien. 
Dieses Leuchten entsteht durch die Interaktion von Luziferase seinem Substrat Luziferin in 
Gegenwart von Sauerstoff.  
Luziferase + Luziferin + ATP + O2  Luziferase-Luziferin + AMP +PPi 
Luziferase-Luziferin + AMP +O2  Oxyluziferin
* + CO2 + AMP 
Oxyluziferin*  Oxyluziferin + Licht 
Freigesetzte Photonen wurden mithilfe einer CCD-Kamera aufgenommen, dazu lagen die Tiere in 
einer lichtdichten Kammer und wurden durch Masken ständig mit einer Inhalationsnarkose versorgt. 
Vor der eigentlichen Biolumineszenzmessung wird ein Graustufenbild unter schwacher Beleuchtung 
aufgenommen. Dieser Aufnahme wird dann ein farbkodiertes Bild mit der gemessenen 
Photonenintensität übergelegt. Quantifiziert wurden die gemessenen Photonen an einem Computer, 
der an die Messstation angeschlossen und mit dem auch die Einstellungen für die Aufnahme 
durchgeführt wurden. Bei der Messung spielt die Wellenlänge des emittierten Lichtes eine 
entscheidende Rolle. Während kurze Wellenlängen (kleiner 600 nm) leicht durch Gewebe und 
Hämoglobin absorbiert werden, kann langwelliges Licht (länger als 600 nm), wie es durch die 
Luziferase umgesetzt wird, auch größere Gewebsschichten durchdringen und eignet sich dafür gut 
zur Detektion der Photonen. 
Für das Experiment wurden zuvor SKOV3ip Tumorzellen vor der Injektion in die Maus mit einem 
Luziferase-DNA-Konstrukt stabil transfiziert. Die Mäuse mit den SKOV3ip Luziferase Tumoren wurden 
durch eine Inhalationsnarkose mit Isofluran betäubt und bekamen eine an ihr Gewicht angepasste 
Menge Luziferin i.p. (G27 Kanüle) verabreicht. Nach 5 min Inkubation unter Narkose wurden die 
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Mäuse in die Aufnahmekammer eines IVIS® Imaging System 100 gelegt. Dabei wurden die Tiere mit 
Masken weiterhin mit dem Narkosegas versorgt. Die Aufnahmen mittels eines CCD Kamera wurden 
für verschiedene Zeitwerte (30 sec, 1 min, 2 min, 5 min) gemacht, um keine Unter- oder 
Überbelichtungen zu bekommen. Nach dem Imaging wurden die narkotisierten Tiere in ihren Käfig 
zurückgesetzt, wo sie nach 2-3 min aus der Narkose erwachten. 
4.6 Fruchtwasserentnahme 
Die Fruchtwasserentnahme erfolgte bei schwangeren Mäusen am 18. bis 20. Schwangerschaftstag. 
Dazu wurden die Mäuse getötet und jede Fruchtblasen einzeln punktiert. Das gewonnene 
Fruchtwasser der einzelnen Föten wurde zusammenpipettiert, pro schwangere Maus wurden somit 
zwischen 200-500 µl Fruchtwasser gewonnen. Die Weiterverarbeitung und Isolation erfolgte wie bei 
humanen Fruchtwassern (Kapitel 2.6.5 Aufreinigung aus Fruchtwasser und Urin). 
4.7 Sammeln von Urin 
Um Urin von Mäusen zu sammeln, wurde den Tieren in metabolischen Käfigen eine Zuckerlösung 
verabreicht (16 % Sucrose in Wasser). Der Urin (ca. 5 ml in 16 h) wurde auf Eis aufgefangen und zur 
Exosomenaufbereitung wie in Kapitel 2.6.5 beschrieben weiterverarbeitet. 
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F ERGEBNISSE 
1. Zellkulturexosomen 
Die Sekretion von Exosomen wurde zum ersten Mal während der Reifung von Retikulozyten 
beobachtet (Harding et al., 1984; Pan und Johnstone, 1983). Aber auch bei rasch proliferierenden 
Zellen, wie beispielsweise Tumorzellen, konnten Exosomen nachgewiesen werden (Andre et al., 
2002a; Thery et al., 2002; Wolfers et al., 2001). Exosomen entstehen durch Verschmelzung von 
intrazellulären Multivesicular-Bodies (MVBs) mit der Plasmamembran, die dadurch ihren Inhalt in 
den extrazellulären Raum entleeren (Raiborg et al., 2003; Stoorvogel et al., 2002). Die Orientierung 
von Proteinen in den freigesetzten Exosomen entspricht der auf der Zelloberfläche. Exosomen 
unterschiedlicher Zelllinien besitzen Gemeinsamkeiten in ihrer Proteinexpression. Es gibt Proteine, 
die auf fast allen Exosomen stark angereichert vorkommen und deshalb als Marker dienen (Escola et 
al., 1998; Wubbolts et al., 2003). Im Folgenden wurden Exosomen von Ovarialkarzinomzelllinien 
sowohl biochemisch als auch in der Durchflusszytometrie näher charakterisiert. 
1.1. Charakterisierung der Oberflächenmoleküle von Exosomen 
aus Zellkulturüberständen 
Für den Versuch wurden OVMz und SKOV3ip-Zellen mit einer Dichte von ca. 70-80 % mit PBS 
gewaschen und anschließend mit serumfreien Medium kultiviert. Die Zellkulturüberstände wurden 
durch Zentrifugation von restlichen Zellen und zellulärem Debris befreit und die darin enthaltenen 
Exosomen per Ultrazentrifugation pelletiert. 5 µg der isolierten Vesikeln wurden an Latex-Beads 
adhäriert und durch eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung mithilfe von spezifischen Antikörpern 
markiert. Die Messung an Latex-Beads erfolgte, analog zur Messung von Zelloberflächenproteinen im 
Durchflusszytometer. 
Durch eigene Vorarbeiten war bereits bekannt, dass Exosomen von SKOV3ip und OVMz-Zellen 
bestimmte  Zelloberflächenproteine exprimieren (Keller, 2005). So befinden sich die 
Zelladhäsionsmoleküle L1 und CD44, sowie die für deren Spaltung verantwortlichen 
Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 auf der Oberfläche der Exosomen (Daten nicht gezeigt). 
Zusätzlich konnten die exosomalen Markerproteine Annexin-1 und Hsp70 nachgewiesen werden. 
Abbildung 12 zeigt weitere Proteine, die sich auf den Exosomen der Ovarialkarzinomzellen befinden. 
Dazu gehören das GPI-verankerte Protein CD24, das Tetraspanin CD9, das Integrin β1 und der 
Regulator von Matrix-Metalloproteasen EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer). 
In ihrer Proteinausstattung entsprechen Exosomen ihrer Ursprungszelle und besitzen ein ähnliches 
Proteom wie die Zellen. Dennoch ist nicht jedes Protein, das in einer der Zelle exprimiert wird 
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zwangsläufig auf Exosomen zu finden. Als geeigneten Marker zur späteren Detektion von Exosomen 
aus verschiedenen Körperflüssigkeiten, diente das GPI-verankerte Protein CD24, obwohl nicht alle 
Zellen CD24 positiv sind. Dies wird in Abbildung 12 verdeutlicht; hier sind  
SKOV3ip-Exosomen CD24 positiv und OVMz-Exosomen CD24 negativ, die gleichen Expressionsprofile 
zeigen auch die dazugehörigen Zellen (Daten nicht gezeigt).  
 
Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenproteine von Exosomen aus OVMz und 
SKOV3ip. Je 5 µg Exosomen wurden an Latex-Beads adhäriert und mit einem Erstantikörper, gegen das 
jeweilige Antigen, inkubiert. Nach Inkubation mit einem fluoreszenzgekoppelten Zweitantikörper konnten die 
Proben in der Durchflusszytometrie vermessen werden. Die grauen Kurven zeigen Kontrollen, bei denen die 
Exosomen nur mit einem Zweitantikörper gefärbt worden sind. Die blauen Kurven entsprechen der eigentlichen 
Messung. 
1.2. Exosomen können konstitutiv oder als Reaktion auf einen 
Stimulus freigesetzt werden 
In einer veröffentlichten Arbeit konnten wir zeigen (Keller, 2005; Stoeck et al., 2006), dass 
verschiedene Chemikalien die Vesikulierung erhöhen können. Dazu gehören unter anderem das 
Calciumionophor Ionomycin, die cholesterolextrahierende Cytoamylose MCD (Methyl-β-cyclodextrin) 
und das metalloproteaseaktivierende Reagenz APMA (4-Aminophenylmercuric acetate). Um dieses 
an Ovarialkarzinomzellen zu untersuchen wurden OVMz und SKOV3ip-Zellen unter serumfreien 
Bedingungen behandelt. Als Kontrolle dienten Exosomen von unbehandelten Zellen. Die sekretierten 
Exosomen wurden durch Ultrazentrifugation aufgereinigt und die dazugehörigen Zellen mit einem 
TX-100-Lysispuffer lysiert. Neben den exosomalen Markerproteinen Annexin-1 und Hsp70, wurde die 
Expression des lysosomenassoziierten Membranproteins LAMP1 (lysosomal-associated membrane 
protein 1) im Western Blot untersucht (Abbildung 13). Da jeweils gleiche Volumina der Proben 
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Exosomenmenge. Die Abbildung zeigt, dass sich beide Ovarialkarzinomlinien mit Ionomycin 
stimulieren lassen, wodurch die Menge an sekretierten Exosomen ansteigt.  
 
Abbildung 13: Proteinexpression von Lysaten und Exosomen unter verschiedenen Stimulationsbedingungen. 
Je drei große Zellkulturschalen wurden mit 1 µM Ionomycin oder 10 mM MCD für 2 h bei 37° C im Inkubator 
behandelt. Die Exosomen wurden durch Ultrazentrifugation aufgereinigt und die Zellen durch TX-100-Lysispuffer 
lysiert. Die mit Stern * gekennzeichneten Banden markieren die spezifische Proteinbande falls mehrere Signale 
auf dem Blot sind. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben. 
Hauptverantwortlich für diese Reaktion ist die Eigenschaft von Ionomycin, als Ionophor die 
Membranpermeabilität für Ionen zu erhöhen. In der gewählten Anwendungsform liegt Ionomycin als 
Calciumsalz vor, wodurch es zeitgleich zu einem Einstrom von freien Calciumionen in die Zelle 
kommt. Effekte von extrazellulärem Calcium auf Zellen sind nicht unbekannt und wurden unter 
anderem bei Fibroblasten und der Reparatur der Plasmamembran untersucht (McNeil, 2002; McNeil 
und Kirchhausen, 2005). Verletzungen der Plasmamembran sind für viele Zelltypen im Körper nicht 
ungewöhnlich und hängen von deren mechanischer Belastung, beispielsweise bei Skelett- und 
Herzmuskelzellen (Clarke et al., 1995; McNeil und Khakee, 1992) oder von den physiologischen 
Aufgaben z.B. Milchsekretion durch Brustdrüsenzellen, ab (Aumuller et al., 1999). Durch Reparatur 
der Membran können Zellen diese Verletzungen überleben. Initiiert wird die Membranreparatur 
durch den Einstrom von natürlichem extrazellulärem Calcium durch die verletzte Membran in das 
Zytoplasma der Zelle. Anschließend verschmelzen bei der calciumregulierten Exozytose Teile der 
Lysosomen mit der Plasmamembran (Rodriguez et al., 1997) und stellen dabei die Membranintegrität 
wieder her. Da es hierbei zur Verschmelzung von Membranen der Lysosomen mit der 
Plasmamembran kommt, wird die Plasmamembran positiv für den Lysosomenmarker LAMP1. Wie 
Abbildung 13 zeigt, besitzen Exosomen die unter zweistündiger Ionomycinstimulation generiert 
wurden eine erhöhte Menge von LAMP1. Bei der konstitutiven Sekretion (24 h serumfrei) weisen 
OVMz-Zellen eine stärkere Produktion von Exosomen als SKOV3ip-Zellen auf. 
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Zur genaueren Quantifizierung der LAMP1 Zelloberflächenexpression auf den Zellen erfolgte, nach 
Stimulation, eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung mit anschließender Messung in der 
Durchflusszytometrie. Abbildung 14 zeigt die Erhöhung der LAMP1 Zelloberflächenexpression. 
 
Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse der LAMP1-Expression auf OVMz und SKOV3ip-Zellen nach 
Stimulation mit MCD bzw. Ionomycin. Die Zellen wurden für 5 oder 150 min stimuliert, abgenommen und mit 
einem Antikörper gegen LAMP1 gefärbt. Die Detektion erfolgte mit einem Ziege-anti-Maus-PE Antikörper. 
Die Behandlung mit Ionomycin zeigt, dass bereits nach 5 min Stimulationsdauer Effekte gemessen 
werden können. Nach 150 min sind die Unterschiede zwischen MCD und Ionomycin wieder 
weitgehend normalisiert. Die ionomycinabhängige Sekretion von Exosomen geht mit einer 
kurzfristigen Erhöhung der Menge von LAMP1 auf der Zelloberfläche einher. Dies scheint eine direkte 
Reaktion der Zelle auf die Perforation der Plasmamembran zu sein und entspricht somit vermutlich 
einer calciumregulierten Exozytose zur Membranreparatur. Um zu überprüfen, wo genau LAMP1 
nach der Stimulation auf der Plasmamembran lokalisiert, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung von 
Zellen gemacht. Dazu wurden SKOV3ip-Zellen auf Ø 12 mm Deckgläschen ausgesät und anschließend 
mit Ionomycin oder MCD stimuliert und fixiert. Die Detektion von LAMP1 erfolgte mit einem 
spezifischen Erstantikörper und einem fluoreszenzgekoppelten Zweitantikörper. Die Aufnahmen 
konnten die durchflusszytometrischen Ergebnisse bestätigen (Abbildung 15). Weiterhin zeigen die 
Aufnahmen eine ungerichtete Erhöhung des Proteins auf der gesamten Zelloberfläche und geben 
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzaufnahmen der Zelloberflächenexpression von LAMP1 bei SKOV3ip-Zellen 
nach Stimulation mit MCD oder Ionomycin. Die Zellen wurden nach 5 min Stimulation fixiert und LAMP1 auf 
der Oberfläche der Zellen mit einen Antikörper gegen LAMP1 detektiert. Der Nachweis erfolgte mit einem gam-
Cy3 Zweitantikörper. Die LAMP1 Färbung ist in rot, die Färbung der Zellkerne mit Hoechst in blau dargestellt. 
1.3. Ionomycin wirkt über einen calciumabhängigen, MCD und 
APMA über einen calciumunabhängigen Signalweg 
Ob die verschiedenen Substanzen den gleichen Aktivierungsweg, nämlich einen Einfluss auf den 
intrazellulären Calciumspiegel benutzen, war Gegenstand des nachfolgenden Experiments.  
OVMz-Zellen, die sich sowohl mit Ionomycin als auch MCD gut stimulieren lassen (Abbildung 13), 
wurden vor der eigentlichen Stimulation mit IONO, MCD oder APMA für 30 min mit dem 
Calciumchelator BAPTA-AM (30 µM) bei 37° C vorinkubiert. Durch die Acetoxymethylester-
Modifikation ist der Chelator zellpermeabel und kann einströmende Calciumionen binden. Die 
Überstände wurden nach der Stimulation abgenommen, die Exosomen daraus aufgereinigt und 
anschließend die Proteinmengen per Biorad-Proteinbestimmung gemessen (Tabelle 10). Bei der 
Stimulation mit Ionomycin konnte die Sekretion von Exosomen durch Vorinkubation mit BAPTA-AM 
deutlich verringert werden. Der Chelator zeigt jedoch keinen Effekt auf die beiden anderen 
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Reagenzien MCD und APMA. Die vesikulierungssteigerende Wirkung von Ionomycin beruht somit auf 
einem Effekt des Calciums, dass durch die Ionophorpore in die Zelle eindringen kann, während bei 
MCD und APMA ein calciumunabhängiger Mechanismus angenommen werden kann. 
 
Tabelle 10: Relative Proteinbestimmung von OVMz-Exosomen nach verschiedenen Stimuli. Die Zellen wurden 
mit verschiedenen Chemikalien stimuliert, die Exosomen aus den Überständen isoliert und die Proteinmenge 
durch eine Biorad-Proteinbestimmung relativ bestimmt. Für jeden Stimuli ist der Vergleich zwischen mit BAPTA-
AM Vorinkubation und den nicht behandelten Zellen gezeigt. Die Auswertung erfolgte nach einer Messung der 
Absorption bei 590 nm.  
Die Exosomen wurden im Western Blot auf die Expression verschiedener Marker untersucht. Die 
stimulierte Freisetzung von Exosomen unterscheidet sich in ihrem Aktivierungsweg, aber auch in 
ihrer Proteinkomposition (Abbildung 16). Nach Ionomycinstimulation besitzen die Exosomen große 
Mengen an LAMP1, während die Behandlung mit MCD die Expression von ADAM10 und Annexin-1 
erhöht. ADAM10 ist ein Interaktionspartner des Zelladhäsionsmoleküls L1 (L1-220) und führt zu 
dessen Spaltung in ein 32 kDa Spaltfragment (L1-32). Bei MCD-Vesikeln führt die Erhöhung von 
ADAM10 zu einer erhöhten Spaltung des L1-Moleküls. Diese Spaltung kann auch in Exosomen 
stattfinden, da hier ADAM10 als funktionell aktives Molekül vorliegt und mit verschiedenen 
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Abbildung 16: Proteinexpression von Lysaten und Exosomen aus OVMz-Zellen nach Behandlung mit 
Ionomycin, MCD und APMA. Nach 30 min Vorinkubation mit dem Calciumchelator BAPTA-AM wurden die 
Zellen mit dem Reagenz für 2 h kultiviert, danach die Exosomen durch Ultrazentifugation isoliert und die Zellen 
mit einen TX-100 Lysepuffer lysiert. Anschließend erfolgte die Analyse im Western Blot. Die Größe des 
Proteinmarkers ist in kDa angegeben. L1-220, volle Länge, L1-32, 32kD Spaltfragment in der Membran; matures 
ADAM10, proteolytisch aktive Form von ADAM10 
1.4. Ionomycinbehandlung führt zum Verlust von N-Rh-PE 
gefärbten MVBs 
Wie oben gezeigt, können unter Ionomycinbehandlung auch lysosomale Membranen mit der 
Plasmamembran verschmelzen. Deshalb wurde überprüft, ob die freigesetzten Exosomen ihren 
Ursprung auch wirklich in den Multivesicular-Bodies haben oder ob es sich um lysosomale Vesikel 
handelt. Durch Inkubation von Zellen mit dem rhodaminkonjugierten Phosphatidylethanolamin  
N-Rh-PE (N-(lissamine rhodamine B sulfonyl)-phosphatidylethanolamine), wurde der Farbstoff 
spezifisch in MVBs angereichert (Savina et al., 2002; Willem et al., 1990). Nachdem die MVBs 
markiert waren, wurden die Zellen mit Ionomycin oder MCD stimuliert, anschließend einmal mit PBS 
gewaschen und in Paraformaldehyd/PBS fixiert. Danach erfolgte die Analyse in der 
Durchflusszytometrie. Beide Zelllinien reagierten auf die Behandlung mit dem Ionophor, indem die 
Fluoreszenz von N-Rh-PE bereits nach 10 min Behandlung abnimmt (Abbildung 17), da gefärbten 
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MVBs aus der Zelle verschwinden. Bei OVMz-Zellen ist dieser Effekt stärker ausgeprägt als bei 
SKOV3ip. 
 
Abbildung 17: Analyse von Zellen nach Färbung der Multivesicular-Bodies mit N-Rh-PE.  
A Durchflusszytometrische Analyse nach N-Rh-PE Färbung mit anschließender Stimulation. Zellen einer großen 
Zellkulturschale wurden in 10 ml mit 20 nM N-Rh-PE Farbstoff für 60 min gefärbt und anschließend 3 h unter 
normalen Bedingungen kultiviert. Die Sekretion der Exosomen wurde durch Stimulation für 10 min mit 1 µM 
Ionomycin oder 10 mM MCD gestartet. Die Abnahme der Fluoreszenz wurde im Durchflusszytometer gemessen. 
Als Kontrolle dienten Zellen, die nur serumfrei gesetzt wurden und somit der unbehandelten Situation 
entsprechen. B Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von N-Rh-PE gefärbten OVMz-Zellen ohne Stimulation. 
Die N-Rh-PE Färbung ist in rot und die Färbung der Zellkerne in blau dargestellt.  
Falls der Verlust der MVBs mit einer Freisetzung von Exosomen zusammenhängt, sollte der Farbstoff 
auf den Exosomen zu detektieren sein. Um dies zu überprüfen, wurde nach vorausgegangener  
N-Rh-PE Färbung für 2 h mit MCD oder Ionomycin stimuliert. Durch die längere Stimulationsdauer 
konnte die Ausbeute an Vesikeln im Zellkulturüberstand erhöht werden. Die aufgereinigten Vesikel 
wurden an Latex-Beads gekoppelt und anschließend im Durchflusszytometer analysiert. Dabei 
konnte festgestellt werden, dass sich der Verlust des Farbstoffes in der Zelle mit einer Zunahme des 
Farbstoffes in den Exosomen erklärt (Abbildung 18). SKOV3ip-Exosomen, die unter Ionomycin 
generiert wurden, haben ihren Ursprung somit in den MVBs und nicht im lysosomalen System.  
Die Behandlung mit Ionomycin scheint somit zwei Effekte hervorzurufen: (1) Die Freisetzung von 
Exosomen und (2) die calciumabhängige Reparatur der Membran, erkennbar an der Erhöhung der 
LAMP1-Expression auf der Zelloberfläche. 
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Analyse von Zellen und Exosomen nach Färbung der  
Multivesicular-Bodies mit N-Rh-PE. OVMz und SKOV3ip-Zellen wurden mit dem Farbstoff N-Rh-PE gefärbt und 
anschließend mit 1 µM Ionomycin oder 10 mM MCD für 2 h stimuliert. Nach Aufreinigung der abgegebene 
Exosomen aus den Überständen wurden diese zur Analyse an Latex-Beads gebunden (5 µg Exosomen pro 
Messung). Im Durchflusszytometer erfolgte die Messung der Fluoreszenzabnahme bei den Zellen, bzw. der 
Fluoreszenzzunahme bei den Exosomen. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur serumfrei gesetzt wurden und 
somit der unbehandelten Situation entsprechen. 
1.5. Freigesetzte Exosomen können von eigenen oder fremden 
Zellen aufgenommen werden 
Da LAMP1 ein Indikator für die calciumvermittelte Membran Reparatur ist, war die Frage offen, was 
mit den abgegebenen Exosomen geschieht. Wir hatten bereits gezeigt (Stoeck et al., 2006), dass 
Exosomen, nach Sekretion durch Zellen, biologisch aktiv sind und sowohl Moleküle auf der eigenen 
Oberfläche, als auch Bestandteile der extrazellulären Matrix spalten können. Eine Hypothese über 
das Schicksal der Exosomen war die Möglichkeit, dass Exosomen von anderen oder gleichen Zellen 
aufgenommen werden können. Um die Aufnahmeeigenschaften von Exosomen untersuchen zu 
können, wurden konstitutive SKOV3ip-Exosomen nach ihrer Isolation mit Biotin markiert und mit 
SKOV3ip-Zellen kultiviert. Nach verschiedenen Zeiten wurden die Zellen gewaschen, fixiert und 
permeabilisiert. Die Detektion der markierten Exosomen erfolgte mit dem fluoreszenzgekoppelten 
Streptavidin-Alexa 488.  
Abbildung 19 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen nach Inkubation mit den 
Exosomen. Um die verschiedenen Fluoreszenzintensitäten miteinander vergleichen zu können, 
wurden die Bilder mit gleicher Belichtungszeit aufgenommen. Mit zunehmender Inkubationszeit 
nimmt die Fluoreszenzintensität zu (Abbildung 19). Die Exosomen lagern sich während der 
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Färbungen erkennen. Die Fragen, ob die Exosomen durch die Zellen aufgenommen werden oder nur 
an die Plasmamembran binden, konnte mit diesem Experiment jedoch nicht geklärt werden. 
 
Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von SKOV3ip-Exosomen die durch SKOV3ip-Zellen 
aufgenommen werden. Isolierte konstitutive Exosomen von SKOV3ip-Zellen (10 µg pro Ansatz) wurden 
biotinyliert und anschließend für verschiedene Zeiträume mit SKOV3ip-Zellen inkubiert. Nach Fixation der Zellen 
wurden die Exosomen mit einem fluoreszenten Streptavidin-Alexa488 gefärbt und im Fluoreszenzmikroskop 
analysiert. 
Da sowohl Exosomen als auch Zellen in diesem Experiment der gleichen Zelllinie entsprachen, war 
unklar, ob auch Exosomen von fremden Zellen aufgenommen werden können. Mit einem weiteren 
Experiment wurden NK und Jurkat Zellen verwendet, um diese Frage zu klären. Dazu wurden 
SKOV3ip-Exosomen, mit dem grünfluoreszierenden Farbstoff PKH67, der sich aufgrund seiner langen 
aliphatischen Schwänze in die Membran einlagert, gefärbt. Nach Inkubation von Jurkat bzw.  
NK92-C1-Zellen für zwei Stunden mit gefärbten OVMz oder SKOV3ip-Exosomen wurden die Zellen 
per Cytospin auf Objektträger transferiert, fixiert und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet  
(Abbildung 20). Während Jurkat Zellen hauptsächlich Färbungen der Plasmamembran aufweisen, 
zeigen NK92-C1-Zellen eher eine Färbung des Zytoplasmas. 
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Abbildung 20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von PHK67 gefärbten SKOV3ip oder OVMz-Exosomen 
die durch Jurkat und NK92-C1-Zellen aufgenommen wurden. Pro Ansatz wurden je 10 µg isolierte Exosomen 
mit PKH67 gefärbt und anschließend für 2 h auf 5 x 10
5
 Jurkat oder NK92-C1-Zellen gegeben. Nach der 
Inkubation wurden die Zellen per Cytospin auf Objektträger transferiert, fixiert und im Fluoreszenzmikroskop 
analysiert. 
Es stellte sich die Frage, welche Rezeptoren und Liganden für die Aufnahme von Exosomen 
verantwortlich sind. Recherchen in den Literaturdatenbanken hatten gezeigt, dass das Phospholipid 
Phosphatidylserin an der Aufnahme von apoptotischen Zellen durch Makrophagen beteiligt ist (Fadok 
et al., 2001). Dadurch entstand die Hypothese, dass die Aufnahme von Tumorzellexosomen auch 
phosphatidylserinvermittelt sein könnte. 
1.6. Ovarialkarzinomzellen und ihre Exosomen besitzen 
Phosphatidylserin auf der Oberfläche 
Zur Überprüfung wurden der Phosphatidylseringehalt (PS) auf Zellen und Exosomen gemessen.  
Die Verteilung von Phosphatidylserin in der Plasmamembran ist normalerweise asymmetrisch, d.h. 
Phosphatidylserin befindet sich auf der Innenseite der Zellmembran einer lebenden Zelle (Blanc und 
Vidal, 2008; Thery et al., 2002). Der Verlust dieser Asymmetrie ist ein frühes Zeichen der Apoptose 
(programmierter Zelltod). Dabei wird Phosphatidylserin während der frühen Apoptosestadien 
vermehrt von der Innenseite auf die Außenseite der Membran transloziert und agiert als 
Phagozytosesignal für Makrophagen und andere phagozytierende Zellen (Erwig und Henson, 2008). 
Die Existenz von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche ist jedoch nicht zwangsläufig ein Marker für 
Apoptose. Viele Tumorzellen besitzen unter normalen Kultivierungsbedingungen Phosphatidylserin 
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auf ihrer Oberfläche (Hammill et al., 1999; Ran und Thorpe, 2002). Zusätzlich konnten Kenis, et al. an 
HeLa Zellen zeigen, dass die Interaktion zwischen Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche und 
löslichem Annexin-V, den Zellen eine neue Art der Pinozytose von Substanzen ermöglicht (Kenis et 
al., 2004). 
Der Nachweis von Phosphatidylserin erfolgte über das calciumabhängige phospholipidbindende 
Protein Annexin-V, das eine besonders hohe Affinität zu diesem Lipid hat. Für die Messung wurden  
SKOV3ip und OVMz-Zellen in Annexin-V-Bindepuffer resuspendiert und anschließend mit  
Annexin-V-FITC inkubiert. Eine Vorinkubation der Zellen mit rekombinantem Annexin-V diente zur 
Kontrolle. Dadurch wurden freien Phosphatidylserinbindungsstellen abgesättigt, sodass kein 
fluoreszentes Annexin-V binden konnte. Beide Zelllinien besitzen Phosphatidylserin an der 
Plasmamembran, obwohl sich die Zellen in Kultur befanden und nicht in Apoptose waren (Abbildung 
21, blaue Kurve). Dass es sich hierbei nicht um eine unspezifische Bindung des Annexin-V-FITC 
handelt, beweist die Vorinkubation mit dem unkonjugiertem Protein (schwarze Kurven). 
 
Abbildung 21: Durchflusszytometrische Analyse des Phosphatidylseringehaltes auf der Oberfläche von OVMz 
und SKOV3ip-Zellen. 1 x 10
5
 Zellen wurden abgenommen und entweder mit 4 µg rekombinantem Annexin-V 
vorbehandelt oder direkt mit 4 µl Annexin-V-FITC inkubiert. Die blauen Kurven zeigen den Gehalt an 
Phosphatidylserin auf der Oberfläche der Zellen. Diese Färbung konnte durch einen Vorinkubation mit einem 
rekombinantem, unmarkiertem Annexin-V (schwarze Kurven) kompensiert werden. Die grauen Kurven zeigen 
die Autofluoreszenz der Zellen. 
Neben den Zellen wurden konstitutive Exosomen von OVMz und SKOV3ip-Zellen auf ihren 
Phosphatidylserinstatus untersucht. Die Analyse der Exosomen ergab eine positive Färbung 
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Abbildung 22: Durchflusszytometrische Analyse des Phosphatidylseringehaltes auf der Oberfläche von OVMz 
und SKOV3ip-Exosomen. Je 5 µg der isolierten Exosomen wurden an Latex-Beads adhäriert und mit 4 µg 
rekombinantem Annexin-V vorbehandelt oder direkt mit 4 µl Annexin-V-FITC inkubiert. Die blauen Kurven zeigen 
die Messung ohne und die blauen Kurven mit Vorinkubation durch rekombinantes AnnexinV. Die grauen Kurven 
zeigen die Autofluoreszenz der Exosomen.  
1.7. Blockierung von Phosphatidylserin führt zu einer 
Veränderung in der Aufnahme von Exosomen 
Wenn die Bindung von Exosomen an die Zielzelle über einen phosphatidylserinabhängigen 
Mechanismus vermittelt wird, dann sollte die Interaktion mit Phosphatidylserin mit rekombinantem 
Annexin-V diesen Prozess stören. Konstitutive Exosomen wurden mit CFSE gefärbt und anschließend 
mit rekombinantem Annexin-V vorinkubiert Die Färbung der Exosomen wurde nach Adsorption an 
Latex-Beads mittels Durchflusszytometrie überprüft (Abbildung 23 A). Danach wurden die gefärbten 
Exosomen mit oder ohne Annexin-V-Vorinkubation auf NKL-Zellen in einer 96-Lochplatte gegeben. 
Die Messung im Durchflusszytometer erfolgte nach 3 h Kultivierung bei 37° C im Inkubator 
(Abbildung 23 B). Die Aufnahme von OVMz-Exosomen konnte durch Absättigung der freien 
Phosphatidylserine auf der Oberfläche der Exosomen blockiert werden. Bei SKOV3ip-Exosomen 
zeigte sich eine sehr schwache Aufnahme. Da SKOV3ip-Exosomen mehr Phosphatidylserin an der 
Oberfläche besitzen als OVMz-Exosomen (Abbildung 22), scheint die Aufnahme nicht ausschließlich 
über einen phosphatidylserinabhängigen Mechanismus vermittelt zu sein. Phosphatidylserin ist somit 
in den Aufnahmeprozess von Exosomen durch NK-Zellen involviert, scheint aber, bei SKOV3ip-Zellen, 
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Abbildung 23: Durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme von konstitutiven Exosomen (24 h serumfrei) 
durch NKL-Zellen. 8,5 µg Exosomen wurden mit CFSE gefärbt und anschließend mit oder ohne  
Annexin-V-Vorinkubation von 30 min (6 µg) auf die Zellen gegeben. A Kontrolle der Exosomenfärbung durch 
Bindung an Latex-Beads. B Aufnahme der CFSE-gefärbten Exosomen durch OVMz und SKOV3ip-Zellen, nach 
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2. Urin und Fruchtwasserexosomen 
Exosomen lassen sich nicht nur aus Zellkulturüberständen isolieren, sondern auch in verschiedenen 
Körperflüssigkeiten wie z.B. Plasma (Caby et al., 2005), Urin (Pisitkun et al., 2004), Aszites (Gutwein et 
al., 2005) wurden Exosomen nachgewiesen und isoliert. In den folgenden Experimenten wurden 
Exosomen aus Urin und Fruchtwasser näher untersucht und ein Zusammenhang in der Biogenese 
zwischen den beiden Exosomenarten hergestellt. 
2.1. CD24 dient als Marker für Vesikel aus dem Urin von 
Erwachsenen 
CD24 ist ein Membranglykoprotein mit einem kleinen Proteinkern (murines CD24 besitzt  
27 Aminosäuren, humanes CD24 31 AS) und einer starken N- und O-Glykosylierung (Knapp et al., 
1989a). Durch seinen Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) ist das Molekül in der 
Zellmembran im Bereich der Lipid-Rafts lokalisiert (Schabath et al., 2006). Es ist weiterhin bekannt, 
dass sich GPI-verankerte Proteine stark in Exosomen anreichern (Andre et al., 2002b; de Gassart et 
al., 2003; Raiborg et al., 2003). Ursprünglich wurde CD24 als Markerprotein für die Entwicklung von 
B-Zellen beschrieben, da es nur im Prä-B-Zellstadium exprimiert wird (Duperray et al., 1990; Knapp et 
al., 1989b). Zusätzlich wird CD24 im sich regenerierenden Muskel (Figarella-Branger et al., 1993), in 
Keratinozyten (Redondo et al., 1998), in aktivierten T-Zellen (Salamone et al., 2001), in neutrophilen 
Granulozyten (Elghetany und Patel, 2002) sowie im sich entwickelnden Gehirn (Poncet et al., 1996) 
produziert. Auch bei verschiedenen Tumoren konnte eine erhöhte CD24-Expression festgestellt 
werden. Hierzu zählen B-Zell-Lymphome, Nierentumore, Tumore von Leber und Pankreas, 
Urothelkarzinome der Blase, Gliome, Ovarialkarzinom und Brustkrebs (Kristiansen et al., 2004). In 
Patienten mit epithelialen Ovarialkarzinom (Choi et al., 2005), Mammakarzinom, nicht-kleinzelligem 
Lungentumor (Kristiansen et al., 2003), Kolorektalkarzinom (Weichert et al., 2005) und 
Urothelkarzinome der oberen Harnwege (Winkler et al., 2007) korreliert CD24 mit einer schlechteren 
Prognose und einer verkürzten Lebenserwartung. Tumorzellen in denen CD24 im Zytoplasma auftritt, 
weisen eine erhöhte Invasivität auf im Vergleich zu Tumoren, in denen CD24 an der Plasmamembran 
lokalisiert ist. Zytoplasmatisches CD24 wird vermutlich in Exosomen gespeichert (Weichert et al., 
2005). Um die Funktion von CD24 als exosomalen Marker näher zu untersuchen, wurde Urin von 
gesunden Spendern gesammelt, die Proteine durch eine Trichloressigsäurefällung extrahiert und der 
CD24-Gehalt im Western Blot analysiert (Abbildung 24 A, linke Spalte). Zur Unterscheidung, ob CD24 
in löslicher oder in einer membrangebundenen, vesikulären Form vorkommt, wurden Exosomen aus 
den Urinproben durch hochtourige Ultrazentrifugation entfernt und die restlichen löslichen Proteine 
erneut gefällt. Abbildung 24 A zeigt, dass CD24 durch die Ultrazentrifugation komplett aus dem Urin 
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depletiert werden kann. Dies beweist die Existenz einer membrangebundenen Form von CD24 im 
Urin. 
 
Abbildung 24: Nachweis von CD24 im Urin und auf Vesikeln isoliert aus Urin. A Vergleich der CD24-Expression 
vor und nach Ultrazentrifugation. Die Urinproben wurden entweder TCA gefällt (Urin), oder die Vesikel in der 
Ultrazentrifuge sedimentiert (100.000 x g Pellet). Der vesikelfreie Überstand wurde ebenfalls TCA gefällt 
(zentrifugierter Überstand). B Isolierte Vesikel von verschiedenen gesunden Spendern (W = weiblich,  
M = männlich, Zahl = Alter des Spenders; Durchführung in Zusammenarbeit mit Christian Rupp, DKFZ 
Heidelberg). 
Untersuchungen von weiteren Spendern zeigten ebenfalls CD24-positive Vesikel, die sich in ihrer 
CD24-Expression zwischen den Spendern, trotz der zeitlich nicht abgestimmten Spenden innerhalb 
eines Tages, kaum unterscheiden (Abbildung 24 B). Durchschnittlich konnten 7,21 µg Exosomen/ml 
Urin (1,6-13 µg/ml) gesammelt werden, in <5 % der Fälle waren die isolierten Membranen negativ 
oder nur schwach positiv für CD24.  
2.2. CD24-positive Vesikel sind Exosomen 
Durch unsere eigenen Arbeiten war bereits bekannt, dass CD24-haltige Vesikel, die aus 
Zellkulturüberständen isoliert wurden Exosomen sind (Runz et al., 2007). Daraufhin entstand die 
Hypothese, dass es sich bei den CD24-positiven Membranen aus dem Urin auch um Exosomen 
handelt. Isolierte Vesikel wurden daher im Western Blot auf die Expression des Exosomenmarkers 
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Hsp70 untersucht. Abbildung 25 zeigt, dass die untersuchten Exosomen sowohl für Hsp70 als auch 
für Aquaporin-2 positiv sind. Aquaporin-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von Kanälen in 
der Zellmembran und ist hauptsächlich auf den Zellen des renalen Sammelrohrs zu finden (Nielsen 
und Agre, 1995). Durch diese Markerkombination konnte die renale Herkunft der CD24-positiven 
Exosomen vermutet werden (Keller et al., 2007). 
 
Abbildung 25: Nachweis des renalen und vesikulären Ursprungs von CD24-positiven Vesikeln. Die Vesikel 
wurden durch Ultrazentrifugation isoliert und im Western Blot auf die Expression des Exosomenmarkers Hsp70 
und des Nierenmarkers Aquaporin 2 untersucht. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben. 
(Durchführung in Zusammenarbeit mit Christian Rupp, DKFZ Heidelberg). 
Aufgrund ihrer Biosynthese durch MVBs zeigen Transmembranmoleküle auf Exosomen die gleiche 
Ausrichtung wie in der Zelle. Zur Untersuchung der Orientierung des CD24 Antigens wurden aus 
Urinproben isolierte Exosomen an Latex-Beads adhäriert und anschließend mit Antikörpern gegen 
CD24 gefärbt und im Durchflusszytometer untersucht. Dabei war die Orientierung, wie zu erwarten, 
analog der Orientierung von CD24 in der Zellmembran (Abbildung 26 A). Zusätzlich wurden weitere 
typische Eigenschaften überprüft. Durch einen Sucrosegradient konnte die Dichte der Exosomen 
(zwischen 1,05-1,15 g/ml) sowie die Kolokalisation mit dem Exosomenmarker Annexin-1 bestätigt 
werden (Abbildung 26 B). Elektronenmikroskopische Aufnahmen und Vermessung verifizierte die für 
Exosomen typische Größe von 20-100 nm (Abbildung 27). 
Zusammengefasst bestätigte die Ergebnisse die Hypothese, dass es sich bei dem aus Urin pelletierten 
CD24-positiven Membranen um Exosomen handelt. 
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Abbildung 26: Weitere Charakterisierung CD24-positiver Vesikel. A Die aus Urin isolierten Vesikel wurden im 
Durchflusszytometer auf die Orientierung von CD24 untersucht. B Im Sucrosegradient wurden die Vesikel 
aufgrund ihrer Dichte getrennt und im Western Blot mit einem Antikörper gegen CD24 (SWA11) und gegen 
Annexin-1 analysiert. (Durchführung in Zusammenarbeit mit Christian Rupp, DKFZ Heidelberg). 
 
 
Abbildung 27: Elekronenmikroskopische Aufnahmen von Urin Vesikel. Die Vesikel wurden durch 
Ultrazentrifugation aus Urin isoliert und im Elektronenmikroskop untersucht. Die Tabelle zeigt eine 
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2.3. CD24-positive Exosomen aus dem Urin haben ihren Ursprung 
in der Niere 
Proteomische Analysen hatten bereits gezeigt, dass Urinexosomen aus verschiedenen Bereichen der 
Niere stammen (Pisitkun et al., 2004). Mithilfe von immunhistochemischen Färbungen konnte die 
Expression von CD24 und spezifischen Nierenmarkern überprüft werden. In Abbildung 28 sind 
immunhistochemische Färbung mit Markern für verschiedene Nierenregionen gezeigt.  
 
Abbildung 28: Immunhistochemische Färbung von Nierengewebsschnitten. In Paraffin eingebettete Nieren 
wurden geschnitten und mit Antikörpern gegen typische Epitope gefärbt. A CD24 und Aquaporin-2 
(Sammelrohr). B CD24 und Calbindin (distale Tubuluszellen). C CD24 und Tamm-Horsfall (dicke aufsteigende 
Schenkel der Henle-Schleife). D Färbung der Glomeruli auf CD24 (rot) und dem Podozytenmarker WT1 (blau). 
Doppelt positive Zellen sind in der Vergrößerung mit Pfeilen markiert. (Durchführung in Zusammenarbeit mit  
Dr. Paul Gutwein, Universität Frankfurt). 
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Die Färbung wurde sequenziell durchgeführt, d.h. ein Schnitt wurde für die CD24-Färbung und der 
darauffolgende für den spezifischen Nierenmarker benutzt. Durch diese Vorgehensweise konnte 
CD24 im Aquaporin-2 positiven Sammelrohr (Abbildung 28 A), in Calbindin positiven distalen 
Tubuluszellen (Abbildung 28 B) und im Tamm-Horsfall positiven dicken aufsteigenden Schenkel der 
Henle-Schleife (Abbildung 28 C) gefunden werden. Abbildung 28 D zeigt zusätzlich eine 
Doppelfärbung mit einem Antikörper gegen das podozytenspezifische nukleäre Antigen WT1 und 
dem CD24-Antikörper. In der Vergrößerung sind deutlich CD24 und WT1 positive Zellen  
(schwarze Pfeile) in den Glomeruli der Niere zu erkennen. 
Zusätzlich zu den Geweben wurden verschiedene Nierenzelllinien auf ihre CD24-Expression 
untersucht. Alle verwendeten Zelllinien, darunter eine immortalisierte humane Podozytenzelllinie 
(HPC), die humane Epithelzelllinie aus dem proximalen Tubulus (HK-2) und die humane 
Mesangiumzelllinie (HMC) waren in der Durchflusszytometrie positiv für CD24 (Abbildung 29).  
Fasst man die gewonnen Daten zusammen, so zeigen diese, dass CD24-positive Exosomen ihren 
Ursprung in der Niere haben und dass CD24 ein geeigneter Marker für die Detektion ist. 
 
Abbildung 29: Durchflusszytometrische Analyse der CD24-Expression auf Nierenzelllinien. Immortalisierte 
humane Podozyten (HPC), humane Epithelzellen aus dem proximalen Tubulus (HK-2) und humane Mesangium-
Zellen (HMC) wurden auf die Expression von CD24 untersucht. (Durchführung in Zusammenarbeit mit Dr. Paul 
Gutwein, Universität Frankfurt). 
2.4. CD24-positive Exosomen werden von verschiedenen 
Podozytenzelllinien konstitutiv und induzierbar freigesetzt 
Ob humane CD24-positive Podozyten auch Exosomen ins Kulturmedium abgeben, wurde in dem 
folgenden Experiment untersucht. Dazu wurden differenzierte humane Podozyten (HPC) entweder 
nur serumfrei gesetzt oder mit den verschiedenen Reagenzien (10 µg/ml MCD oder 1 µM Ionomycin) 
stimuliert. Die freigesetzten Exosomen wurden isoliert und wie in Kapitel 1.2 gezeigt per Western 
Blot analysiert. Abbildung 30 zeigt Lysate der Zellen und die dazugehörigen Exosomen, dabei führen 
alle drei Behandlungen zur Freisetzung der gleichen Menge an Annexin-1 positiven Exosomen. Die 
Stimulation mit dem cholesterolextrahierenden Reagenz MCD bewirkt eine Erhöhung der 
freigesetzten CD24-haltigen Exosomen, die zusätzlich mehr Hsp70 besitzen. Im Gegensatz zu den 
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Ovarialkarzinomzelllinien SKOV3ip und OVMz sind die Ionomycinexosomen nicht verstärkt LAMP1 
positiv (Abbildung 13). Neben der konstitutiven Freisetzung von Exosomen gibt es bei Podozyten also 
auch eine regulierte Freisetzung. 
 
Abbildung 30: Vergleich der Proteinexpression bei Lysaten und Exosomen nach verschiedenen 
Stimulationsbedingungen. Je eine drei große Zellkulturschalen wurden mit 1 µM Ionomycin oder 10 mM MCD 
für 2 h bei 37° C im Inkubator behandelt. Die Exosomen wurden durch Ultrazentrifugation aufgereinigt und die 
Zellen durch TX-100-Lysispuffer lysiert. Die Größe des Proteinmarkers ist in kDa angegeben. (Durchführung in 
Zusammenarbeit mit Dr. Paul Gutwein, Universität Frankfurt). 
2.5. CD24-positive Exosomen lassen sich im Urin von 
Neugeborenen und im Fruchtwasser detektieren 
Im Laufe der Arbeit wiesen erste Publikation darauf hin, dass Exosomen aus dem Urin eventuell als 
Biomarker für verschiedene Krankheiten dienen könnten (Hoorn et al., 2005; Pisitkun et al., 2004). 
Ein klarer Bezug zu einer biologischen Funktion von Urinexosomen lag allerdings noch nicht vor. Falls 
die Exosomen eine wichtige biologische Bedeutung für den Organismus hätten, so sollten diese nicht 
nur im adulten Organismus, sondern auch bei Neugeborenen vorhanden sein. Um diese These zu 
überprüfen, wurden Urinproben von Neugeborenen untersucht und festgestellt, dass bereits im 
frühkindlichen Alter Exosomen im Urin detektiert werden können (Abbildung 31 A). Dabei waren alle 
im Western Blot untersuchten Fälle (n= 4) positiv für CD24, Aquaporin-2 und Hsp70. Zum Zeitpunkt 
der Geburt ist die Sekretion von Exosomen also schon voll ausgeprägt. Um Urin von Feten bereits vor 
der Geburt untersuchen zu können, wurde auf Fruchtwasserproben zurückgegriffen. Das 
Urogenitalsystem von Feten trägt maßgeblich zur Produktion des Fruchtwassers in der Amnionhöhle 
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bei, indem der Fetus in die Amnionhöhle uriniert. Gleichzeitig tragen auch andere Körperflüssigkeiten 
wie Speichel, Tränen- und Lungenflüssigkeiten zum Fruchtwasser bei. 
 
Abbildung 31: Nachweis von CD24 in Urinproben von Neugeborenen und in Fruchtwasser von Schwangeren. 
A Vesikel aus Neugeborenenurin wurden durch Ultrazentrifugation pelletiert und im Western Blot auf 
Expression von Aquaporin 2 und Hsp70 überprüft. B Fruchtwasser aus routinemäßigen Amnioszentesen wurden 
isoliert und die gewonnenen Vesikel im Western Blot auf die Expression von CD24 und CD9 untersucht. 
(Durchführung in Zusammenarbeit mit Christian Rupp, DKFZ Heidelberg). 
Zellfreie Fruchtwasserproben wurden bei routinemäßigen Amnioszentesen in der  
16. Schwangerschaftswoche entnommen und untersucht. Nach der Aufreinigung durch 
Ultrazentrifugation wurde die Proteinmenge der Proben per Biorad Proteinbestimmung vermessen. 
Die Menge an Vesikeln, die aus einem Milliliter Fruchtwasser isoliert werden konnten, betrug  
34,28 ± 15,16 mg/ml (Abbildung 32, n= 57). Abbildung 31 B zeigt, das, die Proben im Western Blot 
positiv für CD24 und den Exosomenmarker CD9 sind.  
 
Abbildung 32: Graphische Übersicht über die pelletierbare Proteinmenge in 1 ml Fruchtwasser. Vesikel 
wurden aus Fruchtwasser isoliert und durch einen Bradford-Proteinbestimmung die Proteinmenge absolut 
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Dies gab den ersten Hinweis, dass sich Urinexosomen bereits in der Embryonalentwicklung bilden. 
Zwar konnten wir zeigen, dass die isolierten Vesikel positiv für den Exosomenmarker CD9 sind, die 
Existenz andere Vesikel in unserer Isolation konnten wir jedoch nicht ausschließen. Beim sich 
entwickelnden Embryo werden zahlreiche Prozesse durch Apoptose gesteuert, so z.B. das Entfernen 
von überschüssigen Zellen zwischen Fingern sowie bei der Bildung von Nervenzellen (Meier et al., 
2000; Yuan und Yankner, 2000). Es ist es also denkbar, dass Fruchtwasser neben Exosomen auch 
apoptotische Membranbläschen enthält.  
Die Auftrennung der Vesikel in Exosomen und apoptotische Membranbläschen im Sucrosegradient 
bestätigte die überwiegend exosomale Herkunft der Vesikel (Abbildung 33). Die Existenz von 
apoptotischen Membranbläschen ist nicht überraschend, da bei den Differenzierungsprozessen 
während der Embryonal- und Fetalentwicklung Apoptose eine wichtige Rolle bei der selektiven 
Eliminierung von Zellen spielt (Haanen und Vermes, 1996).  
 
Abbildung 33: Analyse von fraktionierten Fruchtwasservesikeln im Western Blot. Isolierte Vesikel aus 
Fruchtwasser wurden im Sucrosegradient aufgrund ihrer Dichte aufgetrennt, anschließend fraktioniert und 
gefällt. Im Western Blot wurden die Fraktionen auf das Vorhandensein verschiedener exosomalen 
Markerproteine analysiert. 
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Kolokalisation in den Exosomenfraktionen wurde hauptsächlich zwischen CD24 und den exosomalen 
Markern Hsp70, CD9, ADAM10 und Annexin-1 beobachtet. Zusätzlich zu den bereits dargestellten 
Proteinen wurde auch Tsg101, ein Molekül das als Bestandteil des ESCRT-I-Komplexes einen Einfluss 
auf die Biosynthese der MVBs hat, detektiert (Stoorvogel et al., 2002).  
 
 
Abbildung 34: Charakterisierung von Fruchtwasserexosomen im der Durchflusszytometrie. Je 4 µg 
Fruchtwasserexosomen wurden an Latex Beads gebunden und auf die Expression und die Orientierung von 
verschiedenen Markerproteinen untersucht. A CD24, ADAM10, CD9, β1-Integrin und L1. B ADAM17, LAMP1, 
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Nachfolgende Messung im Durchflusszytometer bestätigte die richtige Orientierung der Antigene 
und verifizierten die bereits durch den Sucrosegradient gewonnen Daten, dass es sich bei den 
Fruchtwasservesikeln um Exosomen handelt. Abbildung 34 zeigt eine durchflusszytometrische 
Analyse für verschiedene Marker. Dabei waren alle getesteten Proben positiv für CD24, welches sich 
in Kombination mit der auch sehr stark vorhandenen Metalloprotease ADAM10 als Exosomenmarker 
eignet (Abbildung 34 A). Weitere Marker wie CD9 und β1-Integrin sind in moderaten Mengen 
vorhanden. Im Gegensatz zu den Zellkulturexosomen besitzen die Fruchtwasserexosomen kein 
EMMPRIN (Abbildung 34 B). LAMP1, LAMP3 und die Metalloprotease ADAM17 konnten auch nur in 
sehr geringen Mengen detektiert werden.  
2.6. CD24-positive Exosomen werden unter anderem vom Fetus 
gebildet 
Die Sucrosegradientenanalyse hatte gezeigt, dass die Fruchtwasservesikel vor allem aus Exosomen 
bestehen (Abbildung 33). Der Anteil von maternalen Exosomen bzw. fetalen Exosomen war jedoch 
unbekannt. Mit einem neuen, modifizierten Sucrosegradient wurden die ursprünglich sechs 
exosomalen Fraktionen auf 11 Fraktionen aufgeteilt (Abbildung 35 A). Der modifizierte Gradient 
deckt dabei einen Dichtebereich von (1,08-1,15 mg/ml) ab. Mithilfe dieses Gradienten wurden 
isolierten Exosomen, nach ihrer Aufreinigung aus dem Fruchtwasser, aufgetrennt.  
Abbildung 35 B zeigt einen Western Blot der Proben nach der Fraktionierung.  
 
Abbildung 35: Analyse von Fruchtwasservesikeln im modifizierten Sucrosegradient. A Schematische 
Darstellung der Dichteverteilung im modifizierten Sucrosegradient. B Isolierte Vesikel aus Fruchtwasser wurden 
im modifizierten Sucrosegradient aufgrund ihrer Dichte aufgetrennt und die Exosomen auf 11 Fraktionen 
verteilt. Im Western Blot wurden die Proben auf die Expression von Markerproteinen analysiert. Die Größe des 
Proteinmarkers ist in kDa angegeben. 
Deutlich zu erkennen sind zwei verschiedene Subpopulationen von Exosomen. Eine leichte 
Population mit einer Dichte zwischen 1,08-1,11 mg/ml, die sowohl CD24 als auch Aquaporin-2 und 
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Annexin-1 enthielt sowie eine dichtere Population zwischen 1,11-1,15 mg/ml, die nur für Hsp70 und 
Annexin-1 positiv ist. Da bei den bisherigen Gradienten nicht zwischen den verschiedenen 
Subpopulationen unterschieden werden konnte, zeigten die vorher gezeigten Western Blots stets 
eine Kolokalisation zwischen Hsp70 und Annexin-1 (Abbildung 33). Erst durch die Verfeinerung in der 
Dichteauftrennung konnten die unterschiedlichen Populationen voneinander getrennt werden. Die 
CD24-positiven Fraktionen entsprechen wahrscheinlich den Exosomen, die von der Niere des Fetus 
gebildet werden. Ob die Hsp70-positiven Exosomen von der Mutter kommen, konnten wir nicht 
bestätigen, da keine Signal des Plazentamarkers PLAP (plazentare alkalische Phosphatase) detektiert 
werden konnte (Daten nicht gezeigt). 
2.7. CD24-positive Exosomen in der Maus werden vom Fetus und 
nicht von der Mutter gebildet 
Das murine Homolog von humanem CD24 ist das HSA-Protein (heat-stable antigen). Da CD24 bisher 
auf fast allen Urin- und Fruchtwasserexosomen nachgewiesen wurde, entstand die Hypothese, dass 
dieses Protein eventuell eine Rolle bei der Biogenese von Exosomen spielt. Diese Fragestellung 
konnten wir in einem Mausmodell untersuchen, da hier neben den wildtyp Mäusen (HSA +/+,  
CD24 +/+) auch ein Knockout Stamm (HSA -/-, CD24-/-) zur Verfügung stand. Um Urin von Mäusen zu 
sammeln, wurde den Tieren in metabolischen Käfigen eine Zuckerlösung verabreicht (16 % Sucrose in 
Wasser). Der dadurch gewonnene Urin (jeweils ca. 5ml) wurde aufgereinigt und die Exosomen im 
Western Blot biochemisch charakterisiert. Die Analyse im Western Blot zeigte, dass beide 
Mausstämme Exosomen in den Urin sekretierten. Wie zu erwarten war, konnte CD24 nur bei den 
HSA +/+ Mäusen detektiert werden (Abbildung 36 A). Da jeweils gleiche Volumina an Exosomen im 
Western Blot aufgetragen wurden, waren auch die CD9 Signale in beiden Fällen gleich. Gleichzeitig 
führt dies auch zu dem Schluss, dass CD24 keine essentielle Rolle bei der Exosomensynthese hat. 
Neben dem Urin wurde auch das Fruchtwasser der trächtigen Mäuse auf die Expression von 
Exosomen untersucht (Abbildung 36 B). Analog zu den humanen Proben waren diese positiv für den 
Marker CD9. CD24 konnte im Falle der Wildtyp Mäuse, nicht aber bei den knockout Varianten auf 
den entsprechenden Exosomen detektiert werden. Um die fetale Herkunft CD24-haltiger Exosomen 
beweisen zu können, wurden HSA -/- Weibchen mit HSA +/+ Männchen verpaart (Abbildung 36 B). 
Die daraus resultierenden Embryonen sind heterozygot für HSA (HSA +/-) und besitzen einen  
HSA-positiven Phänotyp. Da sie in einem knockout Muttertier heranwachsen, kann im Fruchtwasser 
detektiertes CD24 lediglich von den Feten abstammen. In Abbildung 36 C sind die 
Fruchtwasserexosomen der verschiedenen Mausgenotypen gezeigt. Wie erwartet, sind die 
homozygoten Mäuse entweder CD24 positiv oder negativ. Bei den heterozygoten Nachkommen lässt 
sich die Herkunft von CD24 im Fruchtwasser zweifelsfrei auf die Feten zurückführen. Somit konnte 
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bewiesen werden, dass CD24-haltige Exosomen vom MausFetus und nicht von der Mutter kommen. 
Ein etwaiger Eintrag von maternalen Exosomen in das Fruchtwasser konnte allerdings nicht 
ausgeschlossen werden. Eine Untersuchung der Exosomen auf den Plazentamarker PLAP war zwar 
negativ (Daten nicht gezeigt), ein weitere maternaler Marker wurde jedoch nicht getestet. 
 
Abbildung 36: Nachweis des embryonalen Herkunft von Fruchtwasserexosomen im Mausmodell. A Urin von 
Wildtyp (CD24 +/+) und Knockout (CD24 -/-) CD24 Mäusen wurden gesammelt, die Exosomen daraus 
aufgereinigt und im Western Blot mit Antikörpern gegen murines CD24 und murines CD9 analysiert.  
B Schematische Darstellung des Kreuzungsexperimentes zur Analyse der Herkunft von Fruchtwasserexosomen.  
C Nach Kreuzung wie in B beschrieben wurden die Fruchtwasser von Wildtyp, Knockout und heterozygoten 
Nachkommen auf die Existenz von CD24 untersucht. (Durchführung in Zusammenarbeit mit Christian Rupp, 
DKFZ Heidelberg). 
2.8. Fruchtwasserexosomen können von Zellen aufgenommen 
werden 
Während der Schwangerschaft verändert sich die Uterusschleimhaut der Mutter durch die 
Dezidualreaktion. Dabei werden Lipide und Glykogene in die im Stroma ansässigen Fibroblasten 
eingelagert. Dadurch wird die darauffolgende Einnistung des Embryos bzw. des 
Synzytiotrophoblasten ermöglicht. Im ersten Schwangerschaftstrimenon ist das Endometrium reich 
an Zellen, die aus dem Knochenmark kommen, in der Dezidua macht dies ca. 40 % der vorhandenen 
Zellen aus (Sedlmayr, 1999). Davon sind 80 % natürliche Killerzellen, ca. 15 % Makrophagen und der 
Rest T-Lymphozyten. Betrachtet man die uterinen NK-Zellen so fällt auf, dass diese im Vergleich zu 
den Zellen aus dem peripheren Blut in einen anderen Phänotyp besitzen. Sie sind in hohem Maße 
Zytokin sekretierend (ca. 95 %) und fast nicht mehr zytolytisch (ca. 5 %). Durch Sekretion der 
Wachstumsfaktoren VEGF (vascular endothelial growth factor) und PLGF (placental growth factor) 
können sie Angiogenese vermitteln und regulieren die Invasion des Trophoblasten durch  
Interleukin-8 und IP-10 (interferon-gamma inducible protein-10) Ausschüttung.  
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Welchen Einfluss Exosomen aus dem Fruchtwasser auf die Zellen in der Dezidua haben, ob sie eine 
Rolle bei der Induktion von Toleranz an der immunologischen Schnittstelle zwischen Mutter und Kind 
spielen oder ob sie die Invasion des Trophoblasten mit regulieren, war unbekannt. Eine etwaige 
Funktion von Exosomen könnte sein, die umgebenden Zellen zu verändern. Dazu wäre eine Fusion 
mit der Membran von Zielzellen oder die direkte Aufnahme notwendig.  
Zur Untersuchung des Aufnahmeverhaltens wurden Fruchtwasserexosomen mit CFSE gefärbt und 
mit Jurkat oder NK92-C1-Zellen kultiviert. Nach Inkubationszeiten von 30, 60 oder 120 min wurden 
die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend die Zunahme an Fluoreszenz 
gemessen (Abbildung 37). Im Falle der Jurkat Zellen sind nur wenige Zellen positiv für die Färbung 
durch Exosomen. NK92-C1-Zellen zeigen hingegen einen Anstieg der Färbung im Verlauf der Zeit. 
 
Abbildung 37: Aufnahme von CSFE gefärbten Fruchtwasserexosomen durch Jurkat und NK92-C1-Zellen. 
 Je 10 µg Exosomen wurden mit CFSE gefärbt und mit 2 x 10
5
 Jurkat oder NK92-C1-Zellen kultiviert. Die 
Aufnahme wurde nach verschiedenen Zeitwerten (30 min, 60 min, 120 min) gestoppt, die Zellen gewaschen und 
anschließend im Durchflusszytometer analysiert. Die Balkendiagramme stellen die Zunahme an positiven Zellen 
im Verhältnis zur Gesamtzellpopulation dar. 
Die für die Versuche verwendeten NK-Zellen waren etablierte Tumorlinien. Ob die Aufnahme durch 
die NK92-C1-Zellen nur eine Ausnahme dieser Zelllinie darstellte oder ob auch andere NK-Zellen die 
Exosomen aufnehmen können, wurde in einem Vergleichsexperiment zwischen den zwei NK-Linien 
NKL und NK92-C1 überprüft. Der Versuchsaufbau gleicht dem vorherigen Experiment, nur das hier 
NKL und NK92-C1-Zellen sowie andere Inkubationszeiten benutzt wurden (Abbildung 38).  
Als Kontrollen diente der freie Farbstoff CFSE, der ebenfalls wie die Exosomen behandelt wurde und 
somit die Menge an freiem reaktivem Farbstoff und dadurch der unspezifische Fluoreszenz 
entspricht. Mittels einer Säurebehandlung (acid wash) wurden zudem nichtgebundene Exosomen 
von den Zellen abgewaschen. Der Vergleich der Fluoreszenzen vor und nach der Säurebehandlung 
zeigt, dass ein Großteil der Exosomen durch die Zellen aufgenommen wurde und nicht nur an die 
Zelloberfläche gebunden. Fasst man die Ergebnisse zusammen, so lässt sich behaupten, dass beide 
NK-Zelllinien Exosomen aufnehmen können. NK92-C1-Zellen zeigen jedoch eine größere Kompetenz 
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Abbildung 38: Vergleich der Aufnahme von CSFE gefärbten Fruchtwasserexosomen durch NKL und  
NK92-C1-Zellen. Je 10 µg Exosomen wurden mit CFSE gefärbt mit 2 x 10
5
 Jurkat oder NK92-C1-Zellen kultiviert. 
Die Aufnahme wurde nach verschiedenen Zeitwerten (5 min, 30 min, 60 min) gestoppt. Zusätzlich wurde die 
Probe nach 60 min Aufnahme einer Säurebehandlung unterzogen, um nur oberflächlich gebundene Exosomen 
zu entfernen. Nach Waschen der Zellen wurden diese im Durchflusszytometer analysiert. Die Balkendiagramme 
zeigen die Zunahme an positiven Zellen im Verhältnis zur Gesamtzellpopulation. 
2.9. Effekte von Fruchtwasserexosomen auf NK-Zellen 
In der Dezidua kommen Fruchtwasserexosomen in die räumliche Nähe von NK-Zellen. Da diese den 
Hauptteil der Lymphozyten in diesem Gewebe bilden, wurde der Einfluss von Exosomen auf  
NK-Zellfunktionen untersucht. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen Dosen (1-1000 ng/µl) von 
Exosomen für unterschiedliche Zeitwerte (24-72 Stunden) kultiviert. Anschließend wurden  
Proliferation, Perforin-1 Protein- und mRNA-Expression sowie Veränderungen in der Zytotoxizität 
untersucht. 
2.9.1. Fruchtwasserexosomen beeinflussen die Perforin-1-Proteinexpression 
Perforin-1 ist zytolytisches Protein in den sekretorischen Granulen von zytotoxischen CD8 T-Zellen 
und NK-Zellen. Nach der Freisetzung in Vesikeln inseriert Perforin-1 in die Plasmamembran der 
Zielzelle und bildet dort eine Pore (Trapani, 1995). Perforin spielt somit eine wichtige Rolle in der  
T-Zell- und NK-Zellfunktion. Ob Fruchtwasserexosomen immunmodulatorisch wirken können und 
Einfluss auf die Proteinexpression von Perforin-1 haben, war Gegenstand des folgenden 
Experimentes. Dazu wurden NKL- Zellen in Medium mit einer steigenden Konzentration (1-100 ng/µl) 
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von zwei verschiedenen Versuchsansätzen mit unterschiedlichen Fruchtwasserexosomen. Dabei 
wurde deutlich, dass die Mengen an detektierbarem Perforin-1 im Lysat bei einem Ansatz  
(AF 185/07) mit steigender Konzentration abnahm. Ein anderer Ansatz (AF 200/07) blieb weitgehend 
unverändert. Die Wirkung auf die Perforin-1-Expression scheint vom verwendeten Fruchtwasser 
abhängig zu sein. 
 
Abbildung 39: Perforin-1-Expression von NKL-Zellen nach Inkubation mit Fruchtwasserexosomen.  
Je 5 x 10
5 
NKL-Zellen wurden mit 1-100 ng/µl Fruchtwasserexosomen für 72 h inkubiert, die Zellen anschließend 
lysiert und im Western Blot die Expression von Perforin-1 untersucht. Die Balkendiagramme entsprechen der 
Bandenintensität nach densitometrischer Auswertung. β-Aktin dient als Ladekontrolle. 
2.9.2. Fruchtwasserexosomen verändern die Transkription der Perforin-1 mRNA 
Es ist denkbar, dass die Fruchtwasserexosomen zu einer schnelleren Degradation oder einer 
veränderten Biosyntheserate von Perforin-1 führen. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden  
NKL- und NK92-C1-Zellen mit 1 oder 10 ng/µl Fruchtwasserexosomen inkubiert und anschließend die 
Gesamt-RNA aus den Zellen gewonnen. Nach Umschreibung in cDNA wurden die Proben per qRT-PCR 
(quantitativer RealTime PCR) analysiert. Abbildung 40 zeigt die Ergebnisse für beide Zelllinien im 
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Hier haben die NKL-Zellen, die mit 1 ng/µl inkubiert 
wurden, nur einen sehr schwachen Effekt, während bei 10 ng/µl einige Proben fast keine Perforin-1 
mRNA mehr aufweisen. Analog dazu zeigten auch die Behandlungen der NK92-C1-Zellen mit der 
höheren Dosis den stärkeren Effekt, wenngleich hier die Unterschiede zwischen den beiden Dosen 
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weniger stark sind. Ob dieses unterschiedliche Verhalten mit einer veränderten Aufnahme 
zusammenhängt wurde nicht überprüft. 
 
Abbildung 40: Perforin-1 Genexpression von NKL-Zellen nach Inkubation mit Fruchtwasserexosomen.  
Je 5 x 10
5 
NKL-Zellen wurden mit 1-100 ng/µl Fruchtwasserexosomen für 72 h inkubiert. Anschließend wurde die 
RNA der Zellen isoliert und die Expression mit spezifischen Primern gegen Perforin-1 in der quantitativen 
RealTime PCR vermessen. Die Messwerte sind in Relation zu unbehandelten Zellen dargestellt, wobei diese als 1 
gesetzt wurden. Zur Normalisierung der Werte auf die tatsächlich eingesetzte RNA Menge diente das 
Housekeeping Gen β-Aktin. 
2.9.3. Fruchtwasserexosomen haben keinen Einfluss auf die Proliferation von NK-
Zellen 
Die Arbeitsgruppe um Liu et al. konnten bereits zeigen, dass humane Tumorexosomen einen Einfluss 
auf das Interleukin-2 abhängige Wachstum von murinen NK-Zellen in vivo (Liu et al., 2006) haben. 
Mit einem Proliferationsexperiment wurde der Effekt von Fruchtwasserexosomen auf 
Zellproliferation untersucht. Durch Kultivierung einer definierten Zellzahl von NKL- und  
NK92-C1-Zellen in Anwesenheit von Exosomen konnte nach einer Inkubationszeit von 72 h die 
Proliferationsrate gemessen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 41 zusammengefasst: Die 
Proliferationsrate beider Zelllinien wurde durch Inkubation mit den Vesikeln nicht signifikant 
beeinflusst. 
Die Regulation der Perforin-1-Proteinexpression erfolgt möglicherweise über die Menge an mRNA in 
der Zelle. Da Perforin-1 eines der Haupteffektormoleküle zur Zytolyse ist, sollte neben der 
Proteinexpression auch Effektorfunktionen der NK-Zellen beeinflusst werden. Im 
Zytotoxizitätsversuch wurden Zielzellen mit radioaktivem 51Chrom markiert und mit durch Exosomen 
vorbehandelten Effektorzellen inkubiert. Die Messung der NK-Zellaktivität erfolgte in einem 
Standard-Zytotoxizitätsassay. Abbildung 42 zeigt die gemessene Lyseaktivität der Zellen. Bei einigen 
Ansätzen nimmt die Aktivität der NK-Zellen nach Inkubation ab. Für den Versuch wurden zwei 
verschiedene Zielzelllinien benutzt (K562 und 721.221. Zeigte sich durch die Vorbehandlung mit 
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und AF247/07). Die Heterogenität der Exosomen und die Unterschiede in ihrem Einfluss auf die  
NK-Zellen spiegeln sich auch hier wieder. Neben Exosomenpopulationen, die einen Effekt auf  
NK-Zellen ausüben können, gibt es auch solche, die keine Änderung der Zytotoxizität der 
Effektorzellen bewirken. 
 
Abbildung 41: Proliferation von NKL und NK92-C1-Zellen nach Behandlung mit Fruchtwasserexosomen.  
Je 5 x 10
5 
Zellen wurden ausgesät und mit 10 µg/µl Fruchtwasserexosomen für 72 h inkubiert. Die 
Proliferationsrate wurde durch Auszählen der Zellen bestimmt. Als Referenzwert diente die Proliferation von 
unbehandelten Kontrollzellen. 
 
Abbildung 42: Veränderungen der Zytotoxizität von NKL-Zellen nach Inkubation mit Fruchtwasserexosomen. 
1,2 x 10
6
 Zellen wurden mit 10 ng/µg Fruchtwasserexosomen 72 h inkubiert und anschließend mit radioaktiv 
markierten Zielzellen für 4 Stunden kultiviert. Die Kurven zeigen die Lyse der Zellen mit steigendem 
Effektor/Zielzell-Verhältnis. Als Referenz dienten die Lyse von unbehandelten NKL-Zellen (graue Kurven). Die 
blauen Kurven entsprechen der jeweiligen Messung. 
Zusammengefasst lässt sich sagen, das aus Fruchtwasser isolierte Exosomen die Zytotoxizität von  
NK-Zellen verändern können (Abbildung 42). Dies geschieht möglicherweise über die Unterdrückung 
der Proteinbiosynthese von Perforin-1 auf mRNA Ebene (Abbildung 39 und Abbildung 40). Allerdings 
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Exosomen, der Beteiligung von miRNAs oder von der Aufnahme der verschiedenen Exosomen 
beeinflusst wird, ist noch nicht geklärt. Hierzu sind noch weitere Arbeiten notwendig. 
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3. Aszites- und Serumexosomen 
Der Bauchraum von Säugetieren wird durch das Bauchfell (Peritoneum) ausgekleidet und umgibt 
somit die meisten inneren Organe. Aus den Kapillargefäßen der peritonealen Serosa transudiert 
Blutplasma in die Bauchhöhle. Dieses Sekret (Peritonealflüssigkeit) bildet bei gesunden Menschen 
einen Schmierfilm für die serösen Oberflächen, wodurch die Reibung der Organe herabgesetzt und 
somit deren Bewegung gegeneinander erleichtert wird. Bei einigen Erkrankungen (Tumore, 
Leberzirrhose, Rechtsherzinsuffizienz) kann es zu einer pathologischen Flüssigkeitsansammlung 
(Aszites) kommen. In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass sich das 
Zelladhäsionsmolekül L1 in Asziten von Ovarialkarzinompatientinnen nachweisbar ist und dort durch 
die Protease ADAM10 gespalten werden kann (Gutwein et al., 2005). Diese Reaktion führt zur 
Freisetzung von löslichem L1, einem Induktor von Zellmigration und ERK-Phosphorylierung. 
Außerdem lässt sich aus Aszites von Ovarialkarzinompatientinnen, große Mengen an Exosomen 
isolieren, die positiv für die Tumormarkerprotein EpCAM und CD24 sind (Runz et al., 2007). In den 
folgenden Experimenten wurden Exosomen aus malignem Aszites charakterisiert und deren 
Zusammensetzung, sowie deren Einfluss auf das Tumorwachstum im Mausmodell untersucht. 
3.1. Charakterisierung von Aszitesexosomen 
Die Aufreinigung von Exosomen aus Asziten erfolgte über ein Sucrosekissen, da im Aszites auch große 
Mengen an Proteinen (Gutwein et al., 2005) gelöst sind. Durchschnittlich wurden dabei 23,5 µg/ml 
(11,6-38,8 µg/µl, n=20) aufgereinigte Vesikel gewonnen. Die Fraktionierung der Vesikel erfolgte im 
Sucrosegradient und zusätzlich wurden die Dichte sowie die Markerzusammensetzung analysiert. 
Übereinstimmend mit unseren vorherigen Untersuchungen besitzen die isolierten Exosomen aus 
Aszites eine Dichte zwischen 1,08-1,14 mg/ml (Abbildung 43). Die Verteilung im Gradienten zeigt 
weiterhin, dass sich der Gesamtproteingehalt auf die Exosomenfraktionen beschränkt. In diesen 
Fraktionen konnten das Markerprotein Annexin-1, das Zelladhäsionsmolekül L1, sowie CD24 mittels 
Western Blot detektiert werden. Zusätzlich zu den bekannten Proteinen, konnte EpCAM (epithelial 
cell adhesion molecule) nachgewiesen werden. EpCAM ist ein Marker für zahlreiche epitheliale 
Tumore (Momburg et al., 1987), der im Ovarialkarzinom überexprimiert wird (Spizzo et al., 2006).  
Die Fraktionen mit höherer Dichte (Fraktion 9-12) zeigten keine Proteinbanden und bestätigen die 
überwiegend exosomale Natur der untersuchten Vesikel. 
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Abbildung 43: Fraktionierung von Aszitesvesikeln im Sucrosegradient. Die Vesikel wurden über ein 
Sucrosekissen aufgereinigt und anschließend im Sucrosegradient aufgrund ihrer Dichte fraktioniert. Die 
gefällten Fraktionen wurden im Western Blot auf die Existenz der Proteine L1, CD24, EpCAM und Annexin-1 
überprüft. Der Marker ist in der Einheit kDa angegeben. 
Um die Orientierung der Oberflächenproteine zu untersuchen, wurde eine durchflusszytometrische 
Untersuchung von an Latex-Beads gebundenen Exosomen durchgeführt. Dabei konnte gezeigt 
werden, dass die extrazellulären Domänen nach außen zeigen (Abbildung 44 B). Zusätzlich konnten 
hierdurch die Proteine β1-Integrin, CD9 und ADAM10 auf den Exosomen nachgewiesen werden. 
Diese Markerproteine konnten zuvor bereits auf Exosomen aus der Zellkultur bzw. auf den Urinen 
und Fruchtwasser nachgewiesen werden.  
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Abbildung 44: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenproteine von Aszitesexosomen. Je 4 µg 
Exosomen wurden an Latex-Beads gebunden, durch indirekte Immunfluoreszenz gefärbt und im 
Durchflusszytometer vermessen. Die grauen Kurven zeigen die ungefärbte Exosomen an den Latex-Beads und 
dienen als Kontrollen, die blauen Kurven entsprechen der jeweiligen Messung mit den verschiedenen 
Antikörpern. 
Die gewonnen Daten bestätigen anhand der Dichte, der Orientierung der Zelloberflächenproteine 
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3.2. Aszitesexosomen als diagnostisches Hilfsmittel zur 
Charakterisierung von Tumoren 
Zur ausführlicheren Analyse der verschiedenen Asziten wurden die Exosomen zunächst durch einen 
Sucrosegradient fraktioniert und die Exosomen enthaltenden Fraktionen 3-7 vereint. Die größere 
Gesamtproteinmenge ermöglichte es mehrere Analysen durchzuführen. Die untersuchten Proben 
wurden von Ovarialkarzinompatientinnen in unterschiedlichen Krankheitsstadien entnommen. In 
Abbildung 45 sind exemplarisch die Aszitesexosomen von sechs verschiedenen Patientinnen 
verglichen und näher charakterisiert. Die Mengen an ADAM10 und CD9 sind weitgehend konstant 
und konnten in allen Proben nachgewiesen werden. Andere Marker sind hingegen nur in einigen der 
Proben enthalten. Interessanterweise besitzen Proben, wenn sie positiv für CD24 sind, auch 
gleichzeitig L1, EpCAM, EMMPRIN und Hsp70. 
 
Abbildung 45: Vergleich verschiedener Exosomenfraktionen isoliert aus Aszites. Die Asziten wurden über eine 
Sucrosekissen aufgereinigt und anschließend im Sucrosegradient fraktioniert. Die gefällten Proben der 
exosomalen Fraktionen (Fraktion 3-6) wurden vereint und im Western Blot auf die Anwesenheit verschiedener 
Marker überprüft. Die Einheit des Proteinmarkers ist kDa. 
Einige der untersuchten Proteine (CD24, EpCAM, L1, Heparanase) besitzen eine prognostische 
Aussage, da deren Expression mit einer schlechteren Überlebenschance für die Patientinnen 
assoziiert ist (Fogel et al., 2003; Kristiansen et al., 2004; Spizzo et al., 2006; Vlodavsky et al., 2008). 
Andere hingegen (ADAM10 und CD9) konnten auf fast allen Exosomen nachgewiesen werden. Die 
Exosomen im Aszites scheinen somit von heterogener Natur zu sein. Es ist denkbar, dass ein Teil der 
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Exosomen von den Zellen im Bauchraum (ADAM10 und CD9 positiv) gebildet wird, ein anderer Teil 
der Exosomen könnten durch den Tumor sekretiert werden. Diese Annahme würde auch die Existenz 
der Tumormarker (CD24, L1, EpCAM, Heparanase) auf den isolierten Exosomen erklären. Die 
Aufreinigung von Exosomen aus dem Aszites bietet in Zukunft vielleicht die Möglichkeit Tumore 
anhand exosomaler Markerproteine klassifizieren zu können. Die Entnahme der Exosomen erfordert 
eine Punktion der Bauchdecke, die für die Patientinnen ein Risiko darstellt. Die Erforschung einer 
anderer weniger invasiver Möglichkeiten zur Gewinnung von Exosomen ist somit von großem 
Nutzen. 
3.3. Systemische Verbreitung von Aszitesexosomen 
Vom Auftreten des Ovarialkarzinoms bis zu den ersten klinischen Symptomen vergeht eine lange 
Latenzzeit. Daher ist es denkbar, dass das Wachstum des Tumors und die Freisetzung von Exosomen 
anfangs auf das Abdomen beschränkt sind. In späteren Stadien könnten Exosomen das Abdomen 
über die Blut- und Lymphgefäße verlassen und dann systemisch im Körper wirken. Um die 
systemische Verteilung der Exosomen zu überprüfen, wurden von den bereits analysierten Asziten 
die dazugehörigen Blutseren untersucht. Nach Aufreinigung der Exosomen aus 1 ml Serum über ein 
Sucrosekissen wurden die Proben im Western Blot auf die Existenz von Tumormarkern untersucht. 
Durch diese Aufreinigung konnten aus einer verhältnismäßig geringen Menge Serum jeweils  
8,82 ± 8,33 µg Protein pro 1 ml Serum (n = 18) gewonnen werden. 
Abbildung 46 A zeigt einen Western Blot von isolierten Serumexosomen. Es wurden jeweils gleiche 
Volumina der Proben aufgetragen. Dabei konnte in einigen Fällen sowohl CD24 als auch die 
Exosomenmarker ADAM10 und CD9 detektiert werden (553-404; 553-412; 553-418; 553-376;  
553-381). In anderen Proben hingegen, konnten trotz ausreichender Proteinmenge, keine Exosomen 
nachgewiesen werden (553-391; 553-421; 553-449). Die Bestimmung der Proteinmengen der Proben 
(Abbildung 46 B) zeigte, dass fehlende Signale im Western Blot nicht immer auf eine zu geringe 
Proteinmenge zurückzuführen ist.  
 
 




Abbildung 46: Untersuchung von Serumexosomen. A Die Exosomen wurden aus 1 ml Serum über ein 
Sucrosekissen aufgereinigt und anschließend im Western Blot auf die Existenz von CD24, sowie den exosomalen 
Markern ADAM10 und CD9 überprüft. Von den Proben wurde jeweils das gleiche Volumen aufgetragen. Der 
Proteinmarker ist in kDa angegeben. B Proteinbestimmung der isolierten Serumexosomen, im Durchschnitt 
konnten 8,82 ± 8,33 µg Exosomen aus 1 ml Serum isoliert werden (n= 18). Aufgrund der geringen 
Exosomenmenge in 1 ml Serum wurden nur Einzelbestimmungen durchgeführt. 
Untersucht man die Proben näher, die keine Exosomen im Serum zeigen, erkennt man, dass bereits 
im Aszites nur wenige Exosomen detektiert werden konnten. Abbildung 47 zeigt exemplarisch zwei 
unterschiedliche Sucrosegradienten von Aszitesexosomen. Im einen Fall können die Markerproteine 
detektiert werden (553-412), im anderen hingegen nicht (553-425). Analog dazu zeigen die 
Serumexosomen entweder ein oder kein Signal im Western Blot. Wie bei der vorherigen Analyse der 
gesammelten Fraktionen (Abbildung 45, Probe 553-386), so gab es auch bei diesen Seren  
(Abbildung 46, Probe 553-495) eine Probe, die zwar ADAM10 und CD9 positive Exosomen enthielt, 
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Abbildung 47: Analyse der Dichte von Aszitesexosomen im Sucrosegradient. Die Dichte von aufgereinigten 
Aszitesexosomen wurde im Sucrosegradient bestimmt, zusätzlich wurde der Blot auf CD24 und die exosomalen 
Marker ADAM10 und CD9 überprüft. Der Proteinmarker ist in kDa angegeben. 
Eine Übersicht der Ergebnisse aus verschiedenen Aufreinigungen zeigt Tabelle 11. Mithilfe von 
ADAM10 lassen sich die alle Exosomen detektieren und CD24 dient als spezifischer Marker für 
Tumorexosomen. Somit korreliert die Expression von CD24 in Serumexosomen mit einer 
entsprechenden ADAM10-Expression. Im Gegensatz dazu gibt es auch Serumexosomen, die nur 
ADAM10 positiv sind und keine CD24 Signale aufweisen.  
HD-asc 553- 391 404 412 418 425 495 367 376 381 421 433 449 
Aszites 
CD24 k.A. + + - - k.A. + - - - k.A. + 
A10 k.A. + + + + + + + + ↓ k.A. + 
Serum 
CD24 - + + - - - - + + - - - 
A10 - + + + - + - + + ↓ - - 
Tabelle 11: Übersicht der Ergebnisse der Western Blot Analyse von Aszites und Serumexosomen. Übersicht 
über die Existenz oder Abwesenheit der Proteine CD24 und ADAM10 (A10) in den aufgereinigten Exosomen. 
Analysen, bei denen nur sehr geringe Signale detektiert werden konnten sind mit „↓“ gekennzeichnet. Wenn 
kein Western Blot mit der entsprechenden Probe vorlag sind die Zellen mit „k.A.“ (keine Angaben) markiert.  
Anhand der Tabelle sind verschiedene Fallunterscheidungen möglich:  
(1) Aszitesexosomen CD24 - ADAM10 ↓, Serumexosomen CD24 – ADAM10 ↓ 
(553-421) 
(2) Aszitesexosomen CD24 - ADAM10 +, Serumexosomen CD24 – ADAM10 + 
(553-418, 553-495) 
(3) Aszitesexosomen CD24 + ADAM10 +, Serumexosomen CD24 – ADAM10 - 
(553-367) 
(4) Aszitesexosomen CD24 + ADAM10 +, Serumexosomen CD24 + ADAM10 + 
(553-404; 553-412) 
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(5) Aszitesexosomen CD24 - ADAM10 +, Serumexosomen CD24 + ADAM10 + 
(553-376; 553-381) 
(6) Aszitesexosomen CD24 - ADAM10 +, Serumexosomen CD24 - ADAM10 - 
(553-376; 553-381) 
Interessant wäre die Korrelation der gewonnen Erkenntnisse mit klinischen Daten, die aber zurzeit 
nicht vorlagen. Abschließend lässt sich jedoch die Aussage treffen, dass Exosomen als diagnostisches 
Hilfsmittel viel versprechend sind. Es sind allerdings noch weitere Untersuchungen notwendig um 
dieses Methode abschließend zu etablieren. 
3.4. Exosomen von humanen Xenotransplantaten sind im 
Mausserum nachweisbar 
Ob humane Exosomen auch in der Maus systemisch werden können, wurde in einem 
Maustumormodell untersucht. Dazu erhielten CD1 nu/nu ein Xenotransplantat aus SKOV3ip-Zellen in 
den Bauchraum injiziert. Durch diese Applikationsform kann der Tumor aus Ovarialkarzinomzellen 
unter ähnlichen Bedingungen wie im Menschen wachsen. Am Tag 25, bei einer Tumorgröße von ca. 
0,4g wurde den Mäusen Blut entnommen und aus dem Serum die Exosomen isoliert und im Western 
Blot analysiert. Abbildung 48 zeigt, dass die vom Tumor gebildeten humanen Exosomen den 
Bauchraum verlassen können und sich im Körperkreislauf der Maus detektieren lassen. Nur bei den 
Tieren, die einen SKOV3ip Tumor tragen, konnten die CD9 positiven Exosomen im Blut nachgewiesen 
werden. Die Blots wurden nicht mit ADAM10 und CD24 geprobt, da die bisher verwendeten 
Antikörper mit Mausproteinen kreuzreagieren. Bei den Kontrolltieren konnten keine humanen 
Exosomen nachgewiesen werden. Werden die Tiere hingegen, wie im späteren Kapitel mit humanen 
Aszitesexosomen behandelt, so steigt die Menge an detektierbarem CD9 durch den zusätzlichen 
Eintrag von humanen Exosomen an. 
 
Abbildung 48: Nachweis von systemischen humanen Tumorexosomen in der Maus. CD1 nude Mäuse, die 
entweder ein humanes SKOV3ip Xenotransplantat trugen, oder den entsprechenden Kontrolltieren wurde durch 
Herzpunktion Blut entnommen. Die freien Exosomen aus dem Serum wurden über ein Sucrosekissen 
aufgereinigt und im Western Blot analysiert. Der Blot wurde mit einem Antikörper gegen humanes CD9 
untersucht. Die mit Stern markierte Bande entspricht einer unspezifischen Antikörperbande. 
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Die Aszitesexosomen können somit entweder direkt am Ort ihrer Freisetzung (Abdomen) wirken 
oder auch über die Blutgefäße an andere Stellen im Körper gelangen. 
3.5. Aszitesexosomen besitzen Phosphatidylserin auf der 
Oberfläche 
Da Aszitesexosomen nicht nur auf den Bauchraum begrenzt sind, sondern auch systemisch wirken 
können, besteht die Möglichkeit, dass sie einen Einfluss auf das Immunsystems haben können. Es 
konnte bereits gezeigt werden, dass Exosomen Effekte auf Immunzellen ausüben, z.B. Inhibition der 
T-Zell Proliferation, dosisabhängige Induktion von Apoptose bei T-Zellen (Abusamra et al., 2005), 
Aufhebung der IL-2 vermittelten Aktivierung von NK-Zellen (Liu et al., 2006), Blockierung der 
Differenzierung von myeloiden Vorläuferzellen in dendritische Zellen (Yu et al., 2007). In Kapitel 1.6 
wurde das Phospholipid Phosphatidylserin als ein wichtiger Mediator der Aufnahme von 
Zellkulturexosomen identifiziert. Ob Phosphatidylserin auch in der Membran von Aszitesexosomen 
detektierbar ist, wurde im Durchflusszytometer untersucht. Dazu wurden über ein Sucrosekissen 
angereicherte Exosomen mit Annexin-V-FITC gefärbt. Abbildung 49 zeigt den Phosphatidylseringehalt 
von verschiedenen isolierten Exosomen. Bei gleichen Mengen eingesetzter Exosomen pro Färbung, 
lassen sich deutliche Unterschiede in der Intensität und somit in der Menge auf der Oberfläche 
erkennen.  
 
Abbildung 49: Durchflusszytometrische Analyse des Phosphatidylseringehalts auf der Oberfläche von 
Aszitesexosomen. Jeweils 10 µg Exosomen wurden an Latex-Beads gekoppelt und entweder mit 4 µg 
rekombinantem Annexin-V vorbehandelt oder direkt mit 4µl FITC konjugiertem Annexin-V inkubiert. Die blauen 
Kurven zeigen den Gehalt an Phosphatidylserin auf der Oberfläche der Exosomen. Die Färbung konnte durch 
eine Vorinkubation mit rekombinantem, unmarkiertem Annexin-V (schwarze Kurven) kompensiert werden. 
In einem Aufnahmeexperiment wurde analog zu den Zellkulturexosomen der Einfluss von 
Phosphatidylserin untersucht. Durch Blockade von freiem Phosphatidylserin auf der Oberfläche der 
AnnexinV-FITC
AnnexinV + AnnexinV-FITC
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Exosomen durch rekombinantes Annexin-V, wird ebenfalls die phosphatidylserinabhängige 
Aufnahme gestört. Für diesen Versuch wurden Exosomen mit CFSE gefärbt und anschließend mit 
rekombinantem Annexin-V für 30 min bei RT inkubiert. Die Aufnahme durch NK-Zellen erfolgte in  
200 µl Medium in einer 96-Lochplatte. Abbildung 50 A zeigt die Kontrolle der gefärbten Exosomen, 
die alle gleichmäßig und ausreichend gefärbt waren. Das Aufnahmeverhalten der NK-Zellen 
schwankte jedoch zwischen einer starken (Abbildung 50 B, HD-asc-113) und einer geringfügigen 
Aufnahme (553-419, HD-asc-115). Durch Absättigung der Phosphatidylserine mithilfe von Annexin-V 
auf der Zelle ist es möglich mit der Aufnahme zu interferieren. Dabei scheint die Aufnahme nicht 
komplett Annexin-V abhängig zu sein. Dieses Ergebnis bestätigt die mit konstitutiven Exosomen aus 
der Zellkultur gewonnenen Daten, wodurch neben Annexin-V noch andere Faktoren die Aufnahme 
der Exosomen vermitteln. 
 
Abbildung 50: Durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme von Aszitesexosomen durch NKL-Zellen. 
 Je 8,5 µg Exosomen pro Ansatz wurden mit CFSE gefärbt und anschließend mit oder ohne Annexin-V-
Vorinkubation von 30 min (6 µg) auf die Zellen gegeben. A Kontrolle der Exosomenfärbung durch Bindung von 
8,5 µg gefärbte Exosomen an Latex Beads. B Aufnahme der CFSE-gefärbten Exosomen durch NKL-Zellen, nach  
3 h Kultivierung bei 37° C. 
3.6. Tumorexosomen können die Proteinexpression ihrer Zielzelle 
verändern 
In einem Modellsystem mit Mikrovesikeln aus Blutplättchen konnte gezeigt werden, dass diese die 
Invasivität von Brusttumorlinien (MDA-MB-231, BT-549 und T47D) erhöhen können. Dabei wurde, 
nach Inkubation mit Mikrovesikeln, ein Anstieg des CXCR4-Rezeptors und eine dadurch vermittelte 
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erhöhte Migration der Zellen in Richtung eines SDF-1-Gradienten beobachtet (Janowska-Wieczorek 
et al., 2006).  
Um Effekte von Tumorexosomen auf die Proteinexpression von NK-Zellen zu untersuchen, wurden 
zuerst potentielle Proteinkandidaten ausgewählt. Dazu wurden die Expressionsprofile von NKL- und 
NK92-C1-Zellen bestimmt (Abbildung 52, graue Kurven). Die verwendeten NK-Zelllinien sind im 
Allgemeinen negativ für die gewählten Proteine L-Selektin, CXCR4 und β1-Integrin. Auf der 
Oberfläche von Immunzellen initiiert L-Selektin die Interaktion der Lymphozyten mit dem 
Endothelgewebe. Je nach Endothel agieren dabei verschiedene Liganden als Interaktionspartner (z.B. 
GlyCAM-1 auf postkapillären hochendothelialen Venolen der Lymphknoten, CD34 auf Endothelzellen, 
MadCAM-1 auf Endothelzellen der darmassoziierten Lymphgewebe) (Rosen, 2004). Neben  
L-Selektin dient auch der Chemokinrezeptor CXCR4 auf NK-Zellen zur gerichteten Bewegung in 
Richtung eines Ligandenkonzentrationsgefälles. Beider, et al. konnten zeigen, dass CXCR4 für die 
Wanderung von NK-Zellen ins Knochenmark verantwortlich ist (Beider et al., 2003). 
 
Abbildung 51: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenproteine von Aszitesexosomen. 
Je 5 µg Exosomen wurden an Latex-Beads gebunden, durch eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung gefärbt 
und im Durchflusszytometer vermessen. ADAM10 diente als Kontrolle für die Färbung. Die grauen Kurven zeigen 
die Kontrollen (Autofluoreszenz der Latex-Beads), die blauen Kurven entsprechen der Messung mit 
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Die verwendeten Exosomen wurden im Durchflusszytometer charakterisiert (Abbildung 51). 
ADAM10 diente dabei als Qualitätskontrolle für die Färbung. Anschließend wurden NKL- oder  
NK92-C1-Zellen mit Aszitesexosomen kultiviert und nach einer Inkubation von 48 h Veränderungen in 
den Proteinprofilen der Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 52). Bei den  
NKL-Zellen kam es zu einer leichten Erhöhung von L-Selektin, während β1-Integrin fast unverändert 
blieb. Die stärkste Zunahme der Expression konnte für den  Chemokinrezeptor CXCR4 gemessen 
werden. Hier führten drei der vier getesteten Aszitesexosomen zu einer erhöhten Expression des 
Proteins. Im Vergleich zu den NKL-Zellen zeigen die NK92-C1 eine geringere Erhöhung der  
CXCR4-Expression. L-Selektin und β1-Integrin sind in diesem Fall nur leicht erhöht. Der Grund für die 
Unterschiede ist in den verschiedenen Genotypen der Zellen zu suchen, könnte aber auch von einem 
unterschiedlichen Aufnahmeverhalten der Zellen abhängig sein. 
Abbildung 52: Veränderung der Proteinprofile von NK-Zellen nach Inkubation mit Aszitesexosomen. Für jede 
Messung inkubierten 5 x 10
5
 NK-Zellen in einer 48-Lochplatte mit 500 µl Medium und 100 ng/µl 
Aszitesexosomen für 48 h. Danach wurden mit einer indirekten Fluoreszenzfärbung die Proben im 
Durchflusszytometer analysiert. A Inkubation der Aszitesexosomen mit NKL-Zellen, B Inkubation mit  
NK92-C1-Zellen. Die grauen Kurven zeigen die Kontrollen, die blauen Kurven entsprechen der jeweiligen 
Messung mit den verschiedenen Antikörpern. 
Die Inkubation von Aszitesexosomen mit NK-Zellen führt somit zu einem veränderten 
Proteinexpressionsprofil der Zielzellen. Diese Veränderung haben eventuell einen Einfluss auf 
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4. Einfluss von Exosomen auf Tumorwachstum im 
Mausmodell 
Die bisherigen Untersuchungen beschränkten sich auf den Einfluss von Exosomen auf Zellen in der 
Zellkultur. Um Funktionen von Exosomen im lebenden Organismus näher zu untersuchen, wurde der 
Einfluss auf das Tumorwachstum in Mäusen analysiert. Als Tumormodell wurden SKOV3ip-
Ovarialkarzinomzellen gewählt. Von dieser Zelllinie gibt es einen stabil mit Luziferase transfizierten 
Subklon, wodurch es möglich ist, das Wachstum der Tumorzellen durch Biolumineszenz-
Bildgebungsverfahren in vivo zu verfolgen. 
4.1. SKOV3ip Tumore zeigen das beste Wachstumsverhalten in 
CD1 nude Mäusen 
Zur Untersuchung des Wachstums humaner Tumore im Mausmodell stehen verschiedene 
immundefiziente Mausstämmen zur Verfügung. Während NOD SCID Mäuse weder T-, B- und  
NK-Zellen noch ein aktives Komplementsystem besitzen, besitzen CD1 nude und BALB/c nude sowohl 
B-Zellen und NK-Zellen als auch ein aktives Komplementsystem. Beide Stämme haben keine reifen  
T-Zellen. Diese Modelle sind hilfereich, wenn zusätzlich zu den Effekten auf Tumorwachstum auch die 
Effekte auf Immunzellen der Maus beobachtet werden sollen. CD1 nude und BALB/c nude 
unterscheiden sich jedoch in ihrem genetischen Hintergrund. CD1 nude Mäuse werden durch 
Auszucht vermehrt, d.h. die Zuchtpartner werden so ausgewählt, dass sie einen möglichst kleinen 
Verwandtschaftsgrad besitzen. Hierdurch wird der Verlust von Allelen vermieden und die genetische 
Varianz und der Grad der Heterozygotie bleiben weitgehend konstant. BALB/c nude Mäuse gehören 
hingegen einem Inzuchtstamm an, das Genom dieser Tiere ist dann praktisch homozygot (> 98,4%). 
Aufgrund der hohen genetischen Uniformität und der genetisch determinierten stammspezifischen 
Besonderheiten eignet sich diese Zuchtform sehr gut für die Forschung. Alle drei Linien erlauben 
durch ihre komplette oder partielle Immundefizienz das Wachstum humaner Tumore zu tolerieren. 
Um das Wachstum von SKOV3ip-Zellen zu, wurden in einem Vorexperiment jeweils 5 x 106 Zellen in 
den Bauchraum verschiedener Mausstämme (CD1 nude, BALB/c nude, NOD/SCID, Gruppengröße 
jeweils 5 Tiere) injiziert. Die Kontrolle des Tumorwachstums erfolgte durch das Biolumineszenz-
Bildgebungsverfahren sowie das Wiegen der Mäuse. Nach 26 Tagen wurde das Experiment 
terminiert, die Mäuse getötet und die Tumore aus dem Bauchraum präpariert und gewogen. 
Abbildung 53 zeigt die Gewichtszunahme der drei verschiedenen Mauslinien während der 26 Tage. 
Die Tumoren wachsen in den CD1 nude Mäusen am besten, während die BALB/c nude Mäuse unter 
dem Einfluss des Tumors an Gewicht verlieren. Das Wachstum der Tiere ist zwar keine geeignete 
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Messgröße zu Beurteilung des Tumorwachstums, zeigt jedoch zu einem gewissen Maße das 
Wohlbefinden der Tiere an. Die BALB/c nude Mäuse mussten bereits nach 22 Tagen getötet werden, 
da die Tieren zunehmend an Gewicht verloren, obwohl die Primärtumormassen im Vergleich zu den 
beiden anderen Stämmen sehr gering waren.  
 
Abbildung 53: Gewichtsverlauf von tumortragenden Mäusen. Den verschiedenen Mausstämmen (je 5 Tiere 
pro Stamm) wurden jeweils 5 x 10
6
 SKOV3ip luziferasetransfizierte Zellen in den Bauchraum injiziert und die 
Gewichtszunahme der Mäuse durch Wiegen dokumentiert. 
Das Auswiegen der entnommenen Tumore zeigten bei CD1 nude Mäusen (0,93 ± 0,56 g) ein 
stärkeres Tumorwachstum als bei NOD SCID Mäusen (0,28 ± 0,09 g), wenngleich die Streuung der 
Werte bei den CD1 Mäusen stärker ist (Abbildung 54). 
 
Abbildung 54: Tumormasse nach Entnahme. Nach 26 Tagen wurden die i.p. injizierten Tumore entnommen und 
deren Massen durch Wiegen bestimmt (CD1 nude (0,93 ± 0,56 g) NOD SCID (0,28 ± 0,09 g)). Der Gruppe der 
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4.2. Effekte von Exosomen auf Tumorwachstum 
4.2.1. Vorexperiment 
Da die CD1 nude Mäuse das beste Wachstum zeigten, fiel die Wahl für weitere Experimente auf 
diesen Stamm. Zur Untersuchung des Einflusses von Aszitesexosomen auf das Tumorwachstum 
wurden CD1 nude Mäusen jeweils 5 x 106 SKOV3ip luziferaseexprimierende Tumorzellen i.p. 
appliziert. Während des Experiments wurden die Mäuse zweimal pro Woche mit 500 µg Exosomen 
i.p. behandelt. Die verwendeten Exosomen wurden dazu aus dem Aszites von 
Ovarialkarzinompatientinnen aufgereinigt und in PBS auf eine Konzentration von 2,5 mg/ml 
eingestellt. Zur fortlaufenden Kontrolle des Tumorwachstums, erfolgte die Messung der 
Biolumineszenz einmal pro Woche. Abbildung 55 zeigt die Aufnahmen des  
Biolumineszenz-Messgeräts nach 28 Tagen Tumorwachstum. Durch die Farbkodierung werden 
Bereiche hoher Aktivität in rot und schwächerer Aktivität in blau dargestellt. Man kann erkennen, 
dass im Fall der Asziten HD-asc-110 und HD-asc-112 nicht alle Mäuse einen Tumor entwickelt haben. 
Diese Inhomogenität der Tumore in den Mäusen bestätigt den im Vorexperiment bereits gemachten 
Befund, dass die Tiere des Auszucht-Stammes vermutlich durch ihre genetische Vielfalt 
unterschiedliches Wachstum zulassen.  
Die Anzahl der Photonen, die von den Tumorzellen emittiert wurde, konnte durch das zugehörige 
Computerprogramm bestimmt werden. In Abbildung 56 ist eine Übersicht der Lumineszenz-
Messergebnisse nach 28 Tagen Tumorwachstum dargestellt. Hierbei zeigt die Behandlung mit den 
Exosomen HD-asc-112 den größten Effekt. 
Vergleicht man diese Daten mit den Tumormassen, die nach Beendigung des Experimentes am Tag 
33 ermittelt wurden, so können die durch Biolumineszenz-Bildgebungsverfahren gewonnenen Daten 
lediglich teilweise bestätigt werden (Abbildung 57 A). Die Vorteile dieses bildgebenden Verfahrens 
liegen eher darin, bereits kurz nach Applikation der Tumorzellen Mäuse ohne Tumor aus der Gruppe 
entfernen zu können. Für eine Verlaufskontrolle des Tumorwachstums zeigt diese Methode mit dem 
SKOV3ip-Tumormodell eine zu große Variabilität auf. 
Da die Tumore am Tag 33 bereits sehr fortgeschritten waren, hatte zu diesem Zeitpunkt bei den 
Tieren schon die Bildung von Aszites begonnen. Aufgrund dessen konnten neben den Tumormassen 
auch die Aszitesvolumina (Abbildung 57 B) bestimmt werden. Die Behandlung mit den HD-asc-117 
Aszitesexosomen führte sowohl zu einem verstärkten Wachstum also auch zu einer erhöhten 
Aszitesbildung. Aber auch in der HD-asc-110 Gruppe zeigte sich bei einem Tier mit großem Tumor 
auch eine erhöhte Aszites Produktion. 
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Abbildung 55: Biolumineszenzmessung der SKOV3ip Tumorzellen nach 28 Tagen Wachstum im CD1 nude 
Mausmodell. Den Mäusen wurden jeweils 5 x 10
6
 SKOV3ip luziferasetransfizierte Zellen i.p. injiziert und 
anschließend zweimal pro Woche mit 500 µg Aszitesexosomen in 200 µl PBS oder dem gleiche Volumen reinem 
PBS behandelt. Am Tag 28 wurden die tumortragenden Mäuse durch einen Inhalationsnarkose mit Isofluran 
betäubt und bekamen eine an dem Gewicht der Maus angepasste Menge Luziferin i.p. gespritzt. Nach 5 min 
Inkubation konnte die Biolumineszenz für 30 sec, 1 min, 2 min, 5 min mit einer Kamera aufgenommen werden. 
Die Farbkodierung entspricht der Intensität des Photonensignals, dabei symbolisiert rot einen hohe Intensität 
(Tumordichte) und violett eine geringe Intensität. 
 
Abbildung 56: Auswertung der gemessenen Biolumineszenz am Tag 28. In der y-Achse steht die Photonenzahl, 
die durch den Tumor emittiert wurde. PBS = 0,9847 x 10
8
 ± 0,1185 x 10
8





 Photonen, asc-112 = 1,139 x 10
8
 ± 0,7667 x 10
8
 Photonen, asc-117 = 0,761 x 10
8
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Abbildung 57: Tumormassen und Aszitesvolumina von CD1 nude Mäusen nach Mausexperiment. Das 
Tumorwachstumsexperiment wurde am Tag 33 beendet, die Tiere getötet und die Tumormassen sowie das 
Aszitesvolumen bestimmt. Tumormasse: PBS = 7,325 ± 0,2814 g, asc-110 = 3,537 ± 2,852 g, 
 asc-112 = 6,444 ± 1,157 g, asc-117 = 9,080 ± 0,6898 g. Aszitesvolumina: PBS = 1,133 ± 0,2963 ml,  
asc-110 = 1,5 ± 1,5 ml, asc-112 = 0,3333 ±0,1667 ml, asc-117 = 3,0 ± 1,0 ml. 
Für dieses initiale Experiment wurde bewusst eine kleine Gruppengröße gewählt, da die Aufreinigung 
der benötigten Exosomen einen beachtlichen Aufwand an Zeit und Material in Anspruch nimmt (500 
µg Exosomen ≈ 21,1 ± 11,6 ml Aszites). Um die statistische Aussagekraft des Versuches zu erhöhen, 
wurde ein weiteres Experiment mit einer größeren Gruppe von 10 Tieren durchgeführt. Die Dauer 
des Experimentes wurde mit 26 Tagen veranschlagt, damit der Tumor zum Zeitpunkt der Entnahme 
in allen Mäusen sich noch in einer Wachstumsphase befindet.  
4.2.2. Aszitesexosomen führen zu einem verstärkten Tumorwachstum 
Den CD1 nude Mäusen wurden jeweils 5 x 106 SKOV3ip luziferaseexprimierende Zellen i.p. injiziert. 
Nach zwei Tagen erfolgte eine Biolumineszenzmessung und Mäuse ohne Tumor wurden aus dem 
Experiment ausgeschlossen. Daraufhin begann die Behandlung mit Aszitesexosomen. Jedes Tier 
wurde in den 26 Tagen Versuchsdauer 6-mal mit 500 µg Exosomen behandelt. Die Charakterisierung 
der verwendeten Exosomen nach einem Sucrosegradient im Western Blot gibt Aufschluss über deren 
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Abbildung 58: Charakterisierung der verwendeten Aszites Proben im Sucrosegradient. Die Exosomen wurden 
über ein Sucrosekissen aufgereinigt und anschließend im Sucrosegradient aufgrund ihrer Dichte getrennt. Die 
Analyse der Fraktionen mit Tumor- und Exosomenmarkern erfolgte im Western Blot. Der Proteinmarker ist in 
kDa angegeben. 
Alle drei Exosomenpräparationen sind positiv für CD9 und EpCAM, hingegen sind CD24, Hsp70 und 
Tsg101 nur auf einem der Asziten nachweisbar (HD-asc-114). Durch die Behandlung mit Exosomen 
steigt das Tumorwachstum bei jeder Mausgruppe im Vergleich zur PBS-Kontrolle an, wobei sich die 
Gruppen voneinander in der Tumorgröße unterscheiden (Abbildung 59). Eine Kontrollgruppe, die nur 
mit Exosomen behandelt wurde, ohne einen Tumor zu besitzen, zeigte keine anatomischen 
Veränderungen im Bauchraum (Daten nicht gezeigt). Während CD24 als Marker auf Tumorgewebe 
mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Kristiansen et al., 2004), zeigt die CD24-positive Gruppe  
(HD-asc-114) im Mausversuch keinen signifikant unterschiedlichen Einfluss im Vergleich zu  
CD24-negativen Exosomen.  
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Abbildung 59: Tumorgewicht nach Behandlung mit Aszitesexosomen. CD1 nude Mäusen wurden jeweils mit  
5 x 10
6
 SKOV3ip luziferasetransfizierte Zellen i.p. injiziert und zweimal pro Woche mit 500 µg Aszitesexosomen 
in 200 µl PBS oder dem gleiche Volumen reinem PBS behandelt. Am Tag 26 wurde das Experiment beendet und 
die Tumormassen bestimmt. Tumormassen: PBS = 0,3424 ± 0,05657 g, asc-113 = 0,7657 ± 0,0488 g,  
asc-114 =0,6872 ± 0,05301 g, asc-116 = 0,5007 ± 0,04125 g. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch Applikation der Aszitesexosomen das 
Tumorwachstum beeinflusst werden konnte. Die behandelten Tiere reagierten mit einem erhöhten 
Tumorwachstum und einer damit verbundenen Erhöhung der Aszitesproduktion. Für die 
Verlaufskontrolle eines solchen Experimentes ist die Dokumentation durch Biolumineszenz-
Bildgebungsverfahren weniger gut geeignet und ersetzt keinesfalls die Entnahme, Präparation sowie 
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G DISKUSSION 
1. Zellkulturexosomen  
1.1. Konstitutive und regulierte Freisetzung von Exosomen 
Membranvesikel in Form von Exosomen können von normalen Zellen und Tumorzellen sekretiert 
werden (Andre et al., 2002b; Thery et al., 2002). Deren Freisetzung erfolgt entweder konstitutiv oder 
induziert durch einen Stimulus. Die Behandlung von OVMz-Zellen mit dem Calciumionophor 
Ionomycin und mit dem cholesterolextrahierenden Reagenz MCD führt zu einer Erhöhung der 
Vesikulierung in beiden Fällen (Abbildung 13). Im Falle von SKOV3ip-Zellen stellt nur die Behandlung 
mit Ionomycin ein ausreichender Stimulus für die Erhöhung der Sekretionsleitung von Vesikeln dar.  
In Vorarbeiten konnten wir bereits zeigen, dass es sich bei Ionomycinvesikeln um Exosomen handelt 
(Stoeck et al., 2006). Trotz ihres exosomalen Charakters besitzen Ionomycinexosomen einige 
Besonderheiten und weisen Gemeinsamkeiten mit Prozessen zur Plasmamembranreparatur auf. 
Verletzungen der Plasmamembran sind für eine Reihe von Zellen nicht ungewöhnlich und hängen 
letztendlich von deren mechanischer Belastung, wie beispielsweise bei Skelett- und Herzmuskelzellen 
(Clarke et al., 1995; McNeil und Khakee, 1992) oder von deren physiologischen Aufgaben der Zellen 
z.B. Milchsekretion durch Brustdrüsenzellen ab (Aumuller et al., 1999). Der Einstrom von 
extrazellulärem Calcium ist bei Fibroblasten der Auslöser für eine Reparatur der Plasmamembran. 
Durch eine calciumregulierte Exozytose verschmelzen dabei Teile der Lysosomen mit der 
Plasmamembran, die daraufhin positiv für den Lysosomenmarker LAMP1 wird (Rodriguez et al., 
1997). Die Stimulation mit Ionomycin führt neben der Erhöhung der LAMP1-Expression auf der 
Plasmamembran, zu einer verstärkten Sekretion von LAMP1-positiven Exosomen (Abbildung 13, 
Abbildung 14, Abbildung 15). Der Effekt wird durch das an Ionomycin gebundene Calcium vermittelt, 
da eine Chelatierung des einströmenden Calciums durch spezifische Inhibitoren, die erhöhte 
Sekretion reduziert (Tabelle 10). Es ist denkbar, dass die Störung der Membranintegrität durch 
Ausbildung von Ionomycinporen in der Plasmamembran zelluläre Reparaturprozesse initiiert.  
Die zusätzliche Sekretion von Exosomen und deren Bedeutung ist noch nicht geklärt. Bekannt ist 
jedoch, dass sich Ionomycinexosomen von konstitutiven Exosomen in ihrer Proteinzusammensetzung 
unterscheiden. Aufgrund von Anreicherung verschiedener Proteine zeigen diese Vesikel Änderungen 
in ihrer biologischen Aktivität. In Ionomycinexosomen ist beispielsweise die Spaltung des 
Zelladhäsionsmoleküls L1 durch seinen natürlichen Interaktionspartner ADAM10 erhöht (Stoeck et 
al., 2006). Ob freigesetzte Exosomen ähnliche Aufgaben bei der Membranreparatur wie Bestandteile 
der Lysosomen haben, ist momentan ungeklärt. Falls dies der Fall wäre, so könnte die regulierte 
Freisetzung der Exosomen nicht nur der eigenen Zelle, sondern auch den umliegenden Zellen in einer 
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parakrinen Weise helfen. Der gemeinsame Ursprung von Lysosomen und MVBs, die für die 
Freisetzung von Exosomen verantwortlich sind, unterstützen diese Hypothese. Für zwei weitere 
Stimuli (MCD und APMA) konnte weder eine Verbindung zur Membranreparatur, in Form von einer 
erhöhten LAMP1-Expression, noch eine calciumvermittelte Wirkweise beobachtet werden  
(Tabelle 10). Um das Verständnis für diese Prozesse zu erweitern, wären Untersuchungen hilfreich, 
bei denen Zellmembranen künstlich geschädigt und deren Reparaturvermögen anschließend durch 
Zugabe von Exosomen untersucht würden. Für einen möglichen Einfluss von Exosomen bei der 
Membranreparatur sprechen Experimente zur Aufnahme von Exosomen durch Zellen. Mit steigender 
Inkubationszeit konnten mehr Exosomen an der Plasmamembran nachgewiesen werden  
(Abbildung 19). Dieser Effekt war unabhängig von der verwendeten Zelllinie, da die Exosomen 
sowohl von ihren Ursprungszellen als auch von T- und NK-Zellen aufgenommen wurden. In ihrer 
Aufnahmekinetik unterscheiden sich jedoch die unterschiedlichen Zelllinien (Abbildung 20). 
Messungen im Durchflusszytometer unterscheiden nicht zwischen Bindung der Exosomen bzw. 
Aufnahme in die Zellen. Durch Immunfluoreszenzaufnahmen konnten eine verstärkte Färbung des 
Zytoplasmas bei NK-Zellen beobachtet werden (Abbildung 20). Die Behandlung der Zellen mit 
Essigsäure, der damit verbundenen Ablösung von membrangebundenen Exosomen, zeigte keinen 
Fluoreszenzverlust (Abbildung 38). Damit scheinen die Exosomen nicht an der Membran, sondern in 
der Zelle lokalisiert zu sein. 
1.2. Proteolytische Aktivität von Exosomen 
Exosomen besitzen zahlreiche Proteine an ihrer Oberfläche, darunter auch Proteasen und 
Substratmoleküle. Daher können feie Exosomen Einfluss auf ihre Umgebung nehmen. Wir konnten in 
isolierten Exosomen proteolytische Aktivität, in Form von Spaltung der Substratmoleküle L1 und 
CD44 durch die Proteasen ADAM10 und ADAM17, detektieren (Keller, 2005; Stoeck et al., 2006).  
Ob es sich hierbei um eine (1) Spaltung von Substratmolekülen durch Proteasen auf dem gleichen 
Exosom (cis-Spaltung) oder (2) einer Interaktion zwischen zwei Exosomen (trans-Spaltung) abläuft, 
konnte nicht ermittelt werden. Es besteht auch die Möglichkeit (3) einer trans-Spaltung zwischen 
Substratmolekülen auf den Zellen und auf Exosomen. Für eine trans-Spaltung sprechen die messbare 
proteolytische Aktivität von Exosomen gegenüber einem künstlichen TNF-α-Substrat (proTNF-α-
Peptid) (Keller, 2005; Stoeck et al., 2006). Geht man davon aus, dass die von einer Zelllinie 
sekretierten Exosomen homogen sind und sich somit auf den Exosomen sowohl Substratmoleküle als 
auch Proteasen befinden, sollten alle drei Möglichkeiten in Betracht gezogen werden. Exosomen 
bilden damit nicht nur, wie ursprünglich gedacht, eine weitere Sekretionsmöglichkeit der Zelle, 
sondern können gezielt Einfluss auf Stoffwechselleistungen von anderen Zellen nehmen. 
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Durch die Expression von Matrix-Metalloprotease (MMP) und andere proteolytisch aktiven Proteinen 
können Bestandteile der extrazellulären Matrix wie Kollagen, Gelatine, Fibronektin und Laminin 
degradiert werden. MMPs spielen eine große Rolle bei malignen Eigenschaften von Krebszellen, wie 
beispielsweise Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung. Zu den dafür verantwortlichen 
Proteinen gehören MMP14 (MT1MMP, membrane-type 1 matrix metalloproteinase), welches  
Typ-I Kollagen, ein Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix, verdauen kann. Im invasiven 
Tumorgewebe befindet sich die MMP14-Expression an der Vorderflanke des Tumors und degradiert 
dort Gewebebarrieren (Seiki, 2003). Gleichzeitig konvertiert MMP14 die inaktive Proform von MMP2 
und aktiviert damit eine Typ-IV Kollagenase. In Exosomen konnte MMP14 nachgewiesen werden, 
welches die Fähigkeit hatte MMP2 zu aktivieren (Hakulinen et al., 2008). MMP14 ist aber auch für die 
Prozessierung von Zelladhäsionsmolekülen, wie z.B. CD44 und Integrine verantwortlich und fördert 
dadurch die Migration des Tumors. In unserer Arbeitsgruppe konnten gelatine- und 
kollagendegradierende Eigenschaften von Exosomen aus Zellkultur und Aszites nachgewiesen (Keller, 
2005) und als verantwortliche Proteine MMP2 und MMP9 identifiziert werden (Runz et al., 2007). 
Durch proteolytische Ausstattung können Exosomen auf globale tumorbiologische Prozesse wie 
Invasion und Migration Einfluss nehmen. Diese Funktionen werden zum einen durch Interaktion mit 
den Zellen und Aktivierung bzw. Spaltung von Substratmolekülen und zum anderen durch 
Wechselwirkungen mit der extrazelluläre Matrix erreicht (Dolo et al., 1998; Ginestra et al., 1998).  
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2. Urin und Fruchtwasserexosomen 
2.1. CD24 als Marker für Urinexosomen 
Urin stellt eine Körperflüssigkeit dar, die problemlos ohne invasive Eingriffe erhalten werden kann. 
Deshalb interessieren sich verschiedene Studien über dessen Zusammensetzung und Veränderung 
bei Erkrankungen. Proteomische Analysen haben 1543 verschiedene Proteine im Urin identifiziert, 
darunter viele Transmembranproteine (Adachi et al., 2006). Dabei steht im Vordergrund, einen Teil 
der identifizierten Proteine als Biomarker für Erkrankungen der Niere bzw. Tumorerkrankungen 
nutzen zu können. Pisitkun et al. konnten erstmalig Exosomen aus dem Urin isolieren und diese 
durch proteomische Analysen beschreiben (Pisitkun et al., 2004). Die Autoren hatten 295 Proteine in 
Urinexosomen identifiziert und einen Teil mit endosomalen Transportprozessen und der Biogenese 
von Exosomen in Verbindung gebracht. Zusätzlich konnten Bestandteile des Zytoskeletts, 
Motorproteine, integrale Membranproteine und GPI-verankerte Proteine entdeckt werden. Viele 
Proteine werden aktiv in die Multivesicular-Bodies und damit in die Vorläufer der Exosomen 
rekrutiert. Andere hingegen akkumulieren aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften. Das 
Glykoprotein CD24 ist, aufgrund seines GPI-Ankers, in Lipid-Raft-Bereichen der Membran lokalisiert 
und kommt stark angereichert auf Zellkultur- und Aszitesexosomen vor (Runz et al., 2007). CD24 geht 
bei vielen Tumoren mit einer schlechteren Prognose für die Überlebensrate der Patienten einher 
(Kristiansen et al., 2004). Wir konnten zeigen, dass sich im Urin vorhandenes CD24 auf Exosomen 
befindet und somit nicht als lösliches Molekül oder auf apoptotischen Membranbläschen vorliegt 
(Abbildung 24 A). Die Expression von CD24 auf Exosomen unterscheidet sich weder im Geschlecht, 
noch im Alter der Probanden und scheint auch vom Zeitpunkt der Probenentnahme unabhängig zu 
sein (Abbildung 24 B). Vergleiche mit Urin von Tumorpatienten zeigten keine Korrelation zwischen 
der CD24-Expression auf den Exosomen und dem Stadium der Krankheit. Beide, gesunde und kranke 
Spender, zeigten das gleiche stabile CD24-Expressionsprofil (Daten nicht gezeigt). Obwohl Pisitkun et 
al. in den proteomischen Analysen kein CD24 entdeckt hatte, zeigen unsere biochemische Analysen, 
dass sich das Protein auf Vesikeln mit echten exosomalen Eigenschaften, wie der richtigen Größe, 
Dichte und Zusammensetzung befindet (Abbildung 25, Abbildung 26, Abbildung 27). CD24 wurde 
ursprünglich als Prä-B-Zellmarker beschrieben (Duperray et al., 1990; Knapp et al., 1989b). Eine 
weitere Expression in Muskelzellen (Figarella-Branger et al., 1993), in Keratinozyten (Redondo et al., 
1998), in aktivierten T-Zellen (Salamone et al., 2001), in neutrophilen Granulozyten (Elghetany und 
Patel, 2002) sowie im sich entwickelnden Gehirn (Poncet et al., 1996) war bereits beschrieben. In den 
Nieren konnten wir CD24 in Teilen des Sammelrohrs, der distalen Tubuluszellen, der Henle-Schleife 
und der Glomeruli nachweisen (Abbildung 28). Aufgrund der hohen Stabilität der Expressionsprofile 
bei gesunden Erwachsenen, stellten wir uns die Frage, welche Aufgabe die Sekretion von  
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CD24-positiven Exosomen durch den Urin haben könnte. Untersuchungen von Neugeborenenurin 
hatten gezeigt, dass die Freisetzung CD24-positiver Exosomen bereits zum Zeitpunkt der Geburt voll 
ausgeprägt war (Abbildung 31 A). Ob CD24 eine wichtige Komponente des Urogenitaltraktes zur 
Rekrutierung von Proteinen in MVBs ist, wurde in einem Mausexperiment untersucht. Das murine 
Homolog von humanem CD24 ist das HSA-Protein (heat-stable antigen). Die Expression von  
CD24-positiven Exosomen bildet ein im humanen und murinen Organismus konserviertes System. 
Durch den Einsatz von knockout Mäusen konnten wir den Einfluss von CD24 auf die Biogenese von 
Exosomen ausschließen, unabhängig vom Genotyp produzierten beide Mausstämme vergleichbare 
Mengen an Exosomen (Abbildung 36).  
2.2. Herkunft von CD24-positiven Fruchtwasserexosomen 
Der in der Gebärmutter heranwachsende Fetus ist durch die Fruchtblase vor mechanischen 
Einflüssen geschützt. Untersuchungen von Fruchtwasser, das durch routinemäßige Entnahmen bei 
Schwangeren in der 14.-18. Woche entnommen wurde, konnten CD24-positive Exosomen 
detektieren. Diese Vesikel entstammen zum Großteil vom Fetus und sind für den Nierenmarker 
Aquaporin-2, CD24 und Annexin-1 positiv (Abbildung 35). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, dass ein Eintrag von maternalen Exosomen in das Fruchtwasser besteht. Die enge 
Verbindung zwischen maternalem und fetalem Kreislauf und die Eigenschaft von Exosomen durch 
Transzytose Zellbarrieren überwinden zu können, unterstützt diese These. Normalerweise bildet die 
Plazentaschranke eine Barriere für Zellen und andere Partikel, sie scheint jedoch nicht 
undurchdringbar zu sein. So wurden bereits fetale Zellen des Trophoblasten in der Lunge der Mutter, 
aber auch maternale Zellen im Kreislauf des Fetus gefunden (Bianchi et al., 1994; Lo et al., 1996). 
Neben den fetalen Exosomen konnte eine potentiell maternale Exosomenpopulation durch einen 
modifizierten Sucrosegradient angereichert werden. Die dabei isolierten Exosomen sind Annexin-1 
und Hsp70 positiv, jedoch CD24 negativ (Abbildung 35). Wenn es sich hierbei um maternale 
Exosomen handelt, so könnten sie durch Lymphozyten in der Umgebung des Uterus gebildet worden 
sein. Dies würde auch die Abwesenheit von CD24 und des Plazentamarkers PLAP (placental alkaline 
phosphatase) erklären, da die Expression von CD24 auf frühe Entwicklungsstadien von B-Zellen und 
PLAP auf Plazentagewebe beschränkt ist (Duperray et al., 1990; Okamoto et al., 1990). In einem 
murinen Experiment zur Herkunft der CD24-positiven Exosomen konnten diese zweifelsfrei als von 
der Niere des Fetus abstammend identifiziert werden (Abbildung 36 C). Die potentiell maternalen 
Exosomen könnten auch von einem anderen Gewebe des Fetus abstammen und deswegen im 
Vergleich zu Urinexosomen unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Das Fruchtwasser wird 
hauptsächlich durch die fetalen Nieren gebildet, die zweigrößte Quelle ist die fetale Lunge (Adamson 
et al., 1975). Aber auch Blutplasma kann in der ersten Schwangerschaftshälfte durch die nicht 
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keratinisierte Haut abgesondert werden und ebenfalls eine Quelle für Exosomen darstellen 
(Kilpatrick et al., 1991). Der Ursprung der CD24-negativen Exosomen ist somit noch nicht geklärt.  
2.3. Entgiftungseigenschaften von Urinexosomen 
Dennoch bleibt die Frage nach dem Sinn und der Funktion von Exosomen in Urin oder Fruchtwasser. 
Eine potentielle Funktion von Urinexosomen ist eine mögliche Entgiftungsleistung für den 
Organismus. Bei Tumoren konnten Exosomen und Mikrovesikel, die ähnliche Charakteristika wie 
Exosomen aufweisen eine Rolle bei der Entfernung fettlöslicher Drogen zugeschrieben werden.  
In chemotherapieresistenten Ovarialkarzinomzellen wurde eine verstärkte exosomale Sekretion von 
Cisplatin und ein anormaler lysosomaler Transport beobachtet (Safaei et al., 2005). Experimente mit 
Doxorubicin und anderen Mitglieder der Familie der „kleinen Molekülen“ (small molecules) zeigte 
ebenfalls eine Anreicherung in freigesetzten Vesikeln (Shedden et al., 2003). Dabei scheinen die 
Drogen aktiv in Membranbereiche transportiert zu werden, die später von der Zelle abgeschnürt 
werden. Es ist denkbar, dass in Exosomen verpackte hydrophobe Arzneien für den Körper eine 
Variante darstellen, diese über den Kreislauf und die anschließende Sekretion durch den 
Urogenitaltrakt auszuscheiden. 
2.4. Mögliche Interaktionen zwischen Fruchtwasserexosomen und 
Lymphozyten in der Schwangerschaft 
In der Schwangerschaft zeigten Exosomen, die aus Blutplasma von schwangeren Frauen isoliert 
wurden, die Fähigkeit wichtigen T-Zellkomponenten herunterzuregulieren (Taylor et al., 2006). 
Verantwortlich hierfür ist eine erhöhte Fas-Ligandenmenge auf Exosomen. Unter Einfluss dieser 
Exosomen nimmt sowohl die Expression von CD3-ζ, einem Teil des T-Zellrezeptorkomplexes, und die 
Expression von JAK3, ein Molekül, das unter anderem die Synthese des Interleukin-2 Rezeptors 
induziert, ab. Interessanterweise war die Menge an Exosomen im Plasma von Frauen, die 
termingerecht gebaren um das 1,8-fache höher als bei Frühgeburten. Zusätzlich zeigt die 
Proteinausstattung der Exosomen aus dem Plasma frühgebärender Frauen deutliche Unterschiede in 
der Menge an aktiven Proteinen. Demnach scheinen Exosomen einen Einfluss auf den Verlauf der 
Schwangerschaft zu haben. Diese Studie lässt vermuten, dass eine zu geringe Menge an Exosomen in 
Verbindung mit Frühgeburten und vielleicht sogar Schwangerschaftsabbrüchen steht. Die Autoren 
der Studie hatten als Ursprung der Blutplasmaexosomen nur eine maternale Herkunft in Erwägung 
gezogen. In einem anderen Kontext konnten wir jedoch einen Übertritt von Aszitesexosomen aus 
dem Bauchraum in das Blut beweisen (Abbildung 48). Es besteht somit die Möglichkeit, dass auch 
Fruchtwasserexosomen die Amnionhöhle verlassen und systemisch detektiert werden können. 
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Während der Einnistung des Embryos sind zahlreiche Prozesse zur Suppression des Immunsystems 
an der fetalen-maternalen Schnittstelle aktiv. Die Etablierung der Plazenta als immunprivilegiertes 
Organ erlaubt es dem Embryo sich als Allotransplantat einzunisten, ohne vom Immunsystem der 
Mutter erkannt zu werden. Zur Aufrechterhaltung dieser Toleranzmechanismen sind spezifische 
Wechselwirkungen mit den Zellen des maternalen Immunsystems notwendig. Dies äußert sich unter 
anderem in Änderungen der T-Zellfunktion. CD4-positive T-Helferzellen lassen sich aufgrund ihres 
Phänotyps in verschiedenen Klassen unterteilen: Th1, Th2 und Th3. Zu den klassischen Th2-Zytokinen 
gehören IL-4, IL-5, IL6 und IL-10 (Mosmann und Coffman, 1989). Diese Zytokine haben einen  
Th1-unterdrückende Wirkung und somit einen antiinflammatorischen Effekt. Bei schwangeren 
Frauen konnte in den dezidualen CD4+ T-Zellen signifikant mehr IL-4 und IL-10 nachgewiesen werden 
als bei Frauen mit einem Abort (Piccinni et al., 1998). Eine erfolgreiche Schwangerschaft wird somit 
mit einer Überproduktion von Th2-Zytokinen assoziiert (Lin et al., 1993). In Frauen mit Präeklampsie 
wurde hingegen erhöhte Mengen an Th1-Zytokinen, beispielsweise IFN-γ, IL-2, TNF-β und 
hauptsächlich TNF-α, beobachtet (Saito et al., 1999). Bei wiederholten Fehlgeburten (habitueller 
Abort) konnten ebenfalls ein Th1-Ungleichgewicht beobachtet werden. Die Anwesenheit von 
Typ-1-Zytokinen kann zu Wachstumsstörungen der Trophoblastenzellen führen (Haimovici et al., 
1991). Bei dendritischen Zellen in der Dezidua scheint der Phänotyp einer immaturen bzw. nicht 
vollends ausgereiften Form zu entsprechen (Kammerer et al., 2003). In der Dezidua sind spezialisierte 
NK-Zellen an der Produktion von Zytokinen beteiligt.  
Die am stärksten vertretenen Lymphozyten der Uterusschleimhaut sind NK-Zellen. Sie unterscheiden 
sich von peripheren NK-Zellen (CD56dimCD16+CD3-) des Blutes durch ihren Phänotyp  
(CD56brigthCD16-CD3-) und ihre Eigenschaften (Abbildung 7). Neben der komplett unterschiedlichen 
Sekretion von Zytokinen, besitzen uterine NK-Zellen nur eine geringe zytotoxische Wirkung und 
aufgrund des fehlenden Fc-Rezeptors (CD16) keine antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität 
(ADCC, antibody dependent cell mediated cytotoxicity). Der allgemeinen Vorstellung nach wandern 
periphere NK-Zellen des Blutes während der Menstruation in die Schleimhaut ein und verändert dort 
ihren Phänotyp. Welche Faktoren dafür Verantwortung tragen, sind noch weitgehend unklar. Vom 
dezidualen Stroma produziertes TGF-β konnte als ein Kandidat identifiziert werden (Keskin et al., 
2007). Uterine NK-Zellen sind maßgeblich an der Invasion des Trophoblasten sowie bei der Einnistung 
des Embryos und der Plazentaausbildung beteiligt (Hanna et al., 2006). Diese Erkenntnisse 
widerlegen das lang geglaubte Paradigma, dass maternale NK-Zellen nur eine zu starke Invasion 
blockieren. Die genaue Regulation der Trophoblasteninvasion ist unbekannt, man konnte jedoch 
bereits verschiedene verantwortliche Faktoren identifizieren. Im Falle der uterinen NK-Zellen spielt 
die Expression von KIR (killer Ig-like receptor) auf maternalem Gewebe und HLA-C auf fetalem 
Gewebe eine Rolle in der Präeklampsie (Hiby et al., 2004). In der Dezidua werden KIRs nur auf  
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uNK-Zellen exprimiert und ihr Ligand HLA-C nur auf den Trophoblastenzellen (King et al., 2000b; 
Verma et al., 1997). Eine kürzlich veröffentlichte Studie beschreibt die Expression von KIRs durch 
uNK-Zellen (Sharkey et al., 2008). Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl die Anzahl von  
NK-Zellen die KIRs exprimieren als auch deren Expressionsmengen in den frühen 
Schwangerschaftswochen zunehmen. In dieser Phase werden aktivierende und inhibierende KIRs, 
spezifisch für HLA-C, durch uterine NK-Zellen stärker exprimiert als in peripheren NK-Zellen. Die 
Expression von HLA-B-spezifischen KIRs bleibt dabei in beiden Populationen gleich. Dies erklärt sich 
auch aus der Tatsache heraus, dass der Trophoblast keine HLA-B Moleküle präsentiert und somit eine 
erhöhte Expression von HLA-B spezifischen KIRs durch NK-Zellen keine Funktion hätte. Die Erhöhung 
der KIR-Menge ist ein transientes Ereignis. Bereits ab der 12. Schwangerschaftswoche nimmt die 
Expression der KIRs auf den uNK-Zellen wieder ab. Die maximale Expression fällt mit dem Zeitpunkt 
zusammen, bei dem der Trophoblast in die Dezidua invadiert und die Spiralarterien erodiert. 
Interessanterweise konnten keine KIRs in der sekretorischen Phase des Endometriums bei 
nichtschwangeren Frauen detektiert werden (Hiby et al., 1997). Die Dezidua kann ihr Repertoire an 
KIR-Molekülen in einer koordinierten Weise regulieren und hat somit Einfluss auf das Mikromilieu 
der Schleimhaut. Im Gegensatz dazu ist das KIR-Repertoire in peripheren NK-Zellen genetisch 
determiniert und bleibt deswegen über Jahre hinweg konstant (Yawata et al., 2006). Durch unsere 
Experimente konnten wir zeigen, dass Fruchtwasserexosomen von NK-Zellen in einer zeitabhängigen 
Weise aufgenommen werden können. Die Aufnahme führt dabei zur Veränderung der  
Perforin-1-Expression sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene (Abbildung 39; Abbildung 40). 
Eine Folge der herunterregulierten Proteinexpression kann eine veränderte Zytotoxizität der Zellen 
sein (Abbildung 42). Inwieweit sich auch die Zytokinsekretion der Zellen verändert wurde in unseren 
Untersuchungen nicht getestet. Durch aktuelle Publikationen, die das Vorhandensein von miRNAs 
und mRNAs auf Exosomen beschreiben (Valadi et al., 2007), ist auch einen intrauterine Induktion von 
verschiedenen genetischen Programmen zur Änderung des NK-Zellphänotyps denkbar. Der Einfluss 
von „exosomaler Shuttle RNA“ (esRNA) konnte bereits erfolgreich in einem Mastzellsystem 
nachgewiesen werden. Dazu wurden murine Exosomen auf humane Mastzellen übertragen, was zur 
Neusynthese von Mausproteine in den humanen Zellen führte (Valadi et al., 2007). Vom Fetus 
produzierte Fruchtwasserexosomen könnten für die intrauterine Expression von KIRs auf NK-Zellen 
und für deren Änderung des Phänotyps verantwortlich sein. Damit hätte der Fetus direkten Einfluss 
auf das Immunsystem der Mutter und könnte an der fetalen-maternalen Schnittstelle Toleranz 
induzieren. 
Die Aufreinigung von Fruchtwasserexosomen könnte in Zukunft ein weiteres diagnostisches 
Hilfsmittel bei zytogenetischen Vorsorgeuntersuchungen sein und wurde in ihrer Methodik 
patentiert (Keller und Altevogt, 2008). Das Ziel der Zytogenetik ist, den Genotyp des Embryos oder 
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des Fetus zu bestimmen und dadurch eine Prognose über eventuell bevorstehende 
Schwangerschaftskomplikationen und Erbkrankheiten des Kindes (z.B. Trisomien, 
Stoffwechselkrankheiten) zur erstellen. Die durch routinemäßige Amnioszentesen gewonnene 
Fruchtwassermenge von 10-20 ml, enthält ausreichend Exosomen (34,28 ± 15,16 mg/ml, n= 57) 
(Abbildung 32) um auch hier eine Aussage über eventuelle Proteinexpressionsmuster und die 
Existenz von exosomaler RNA treffen zu können.   
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3. Tumorexosomen 
3.1. Exosomen im Ovarialkarzinomaszites und im Serum von 
Patientinnen als Hilfsmittel zur Klassifizierung des Tumors 
Ein aktiver Einfluss von Exosomen auf das Immunsystem wäre auch im Falle von Tumoren 
interessant, da sich viele Tumore vor dem Immunsystem des Patienten schützen. Exosomen können 
wie von Andre et al. beschrieben, aus einer Vielzahl maligner Ergüsse aufgereinigt werden (Andre et 
al., 2002b). Einige Mechanismen der Exosomenbiogenese und –sekretion sind bereits bekannt, 
während deren biologische Funktionen noch weitgehend unbeschrieben sind. Durch Untersuchung 
von Ovarialkarzinomasziten konnten wir zeigen, dass sich daraus große Mengen Vesikel isolieren 
lassen. Maligner Aszites entsteht durch Absonderung von Blutplasma aus den Kapillargefäßen der 
peritonealen Serosa in die Bauchhöhle. Bei gesunden Menschen dient diese Flüssigkeit als Gleitfilm 
für die verschiedenen Organe und beträgt ca. 50-100 ml. Größere Ansammlungen gelten als 
pathologisch und sind häufig Begleiterscheinungen von Tumorerkrankungen im Bauchraum, aber 
auch von chronischen Krankheiten wie z. B. Leberzirrhose und Entzündungen im Bauchraum. Dabei 
können zum einen Tumorzellen durch Ausschüttung von VEGF (vascular endothelial growth factor) 
oder VPF (vascular permeability factor) sowohl die Neubildung der Blutgefäße als auch deren 
Permeabilität erhöhen. Die Folge ist eine erhöhte Absonderung in den Bauchraum, die ab einer 
gewissen Menge nicht mehr ausreichend vom lymphatischen System rückresorbiert werden kann. 
Eine weitere Ursache ist die Obstruktion der lymphatischen Gefäße durch den Tumor und ein damit 
verbundener Rückstau ins Peritoneum (Adam und Adam, 2004). Aus malignem Aszites isolierte 
Vesikel konnten durch biochemische Analysen als Exosomen identifiziert werden (Abbildung 43). 
Dazu wurde unter anderem der bei den Fruchtwasserexosomen eingeführte Marker CD24 benutzt. 
Aszites enthält allerdings nicht nur Tumorzellen, sondern steht auch mit gesunden Zellen wie 
beispielsweise Endothelzellen, Immunzellen, etc. in Kontakt. Da gerade hämatopoetische Zellen wie 
B-Zellen und neutrophile Granulozyten CD24 exprimieren und diese Zellen Exosomen freisetzen 
können, war die zweifelsfreie Herkunft der CD24-positiven Exosomen von Tumorzellen nicht 
gewährleistet. In Zusammenarbeit mit Steffen Runz konnten wir EpCAM (epithelial cell adhesion 
molecule) auf einer Vielzahl von getesteten Asziten nachweisen und dessen Expression mit der von 
CD24 korrelieren (Runz et al., 2007). EpCAM ist ein glykosyliertes Zelladhäsionsmolekül, das als 
Marker für eine Reihe epithelialer Tumore beschrieben wurde, aber auf hämatopoetischen Zellen 
nicht exprimiert wird (Momburg et al., 1987). Deshalb diente EpCAM als Marker für die 
Tumorabstammung von isolierten, CD24-positiven Aszitesexosomen. Der Vergleich verschiedener 
Aszitesexosomen zeigte eine Heterogenität in der Proteinzusammensetzung (Abbildung 45). Auf 
allen Exosomen konnten die Marker CD9 und ADAM10 detektiert und die Vesikel somit als Exosomen 
 
DISKUSSION G 135 
identifiziert werden. Andere Marker wie Annexin-1 und Hsp70 sind hingegen nur auf einigen der 
Proben enthalten. Die Ausstattung mit den Markern Annexin-1 und Hsp70 ist somit kein 
Exklusivmerkmal für Exosomen, da bei Untersuchungen Exosomen gefunden wurden, die ADAM10 
und CD9 positiv, aber Annexin-1 und Hsp70 negativ waren (Abbildung 45). Zusätzlich besaßen einige 
Proben Proteine, die bei der Tumorprogression eine Rolle spielten, wie zum Beispiel das Protein 
EMMPRIN (extracellular matrix metalloprotease inducer). Dieses Protein wurde bereits zuvor auf 
Membranvesikeln beschrieben (Sidhu et al., 2004) und moduliert in Epithelzellen Angiogenese 
(Nabeshima et al., 2006). In humanen Tumoren korreliert die Expression von Heparanase mit einem 
erhöhten Potential zur Metastasierung, einer erhöhten Vaskularisierung des Tumors und einer 
reduzierten postoperativen Überlebensrate von Krebspatienten (Vlodavsky et al., 2008). 
Interessanterweise wurde auch dieses Protein auf isolierten Exosomen gefunden, die gleichzeitig 
positiv für CD24, L1, EpCAM und EMMPRIN getestet wurden. Die Analyse der molekularen 
Eigenschaften von Aszitesexosomen kann möglicherweise die Diagnostik bzw. die Einteilung in 
verschiedenen Tumorstadien unterstützen. Da die Bildung und somit die Entnahme von Aszites meist 
erst in späten Stadien der Erkrankung erfolgt, bietet diese Methode keine Möglichkeit den Tumor 
frühzeitig zu erkennen.  
Neben Aszitesexosomen konnten wir auch Serumexosomen bereits bei einem Probenvolumen von  
1 ml Serum bei Ovarialkarzinompatientinnen nachweisen (Abbildung 46). Die Serumexosomen 
zeigten ebenfalls Unterschiede in der Expression der Proteine CD24, ADAM10 und CD9 sowie in der 
Menge pro 1 ml Serum. Zusätzlich konnten wir durch ein CD24-Mausmodellsystem zeigen, dass 
zumindest ein Teil der Serumexosomen systemisch gewordenen Aszitesexosomen entspricht 
(Abbildung 48). Durch die einfache Gewinnung und Lagerung von Serumexosomen mittels 
herkömmlicher Blutentnahme und anschließendem Einfrieren der Probe, ist der Gebrauch als 
diagnostisches Hilfsmittel vielversprechend. Allerdings bedarf es noch weiterer Untersuchungen, da 
sich einige Ergebnisse aus einer Korrelationsanalyse zwischen Aszites- und Serumexosomen nicht 
eindeutig erklären lassen (Tabelle 11).  
Anhand der Tabelle sind folgende Fallunterscheidungen möglich:  
(1) Die Exosomen einer Patientin besitzen kein detektierbares CD24 auf Serum- und Aszitesexosomen 
(553-421), jedoch in beiden Fällen eine geringe Menge an ADAM 10. Hier scheint der Tumor  
CD24 negativ zu sein und nur eine geringe Produktion von Exosomen stattzufinden.  
(2) Die Exosomen einer anderen Patientin sind ebenfalls CD24 negativ (keine CD24-Expression auf 
Aszites und Serumexosomen, 553-418, 553-495), zeigen aber eine stärkere Sekretion von  
ADAM10-haltigen Exosomen im Vergleich zu Fall (1). Hier sind im Aszites und im Serum  
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ADAM10 positive Exosomen detektierbar. Bei diesem Fall kann von einem CD24-negativem Tumor 
ausgegangen werden. Die im Serum vorhandenen Exosomen könnten auch durch die Immunzellen 
hervorgegangen sein. 
(3) Besitzen die Patientinnen einen CD24-positiven Tumor, so sollte das Protein in den 
Aszitesexosomen nachweisbar sein (CD24 und ADAM10 positiv). Falls diese noch nicht systemisch 
geworden sind, ist weder CD24 noch ADAM10 auf den Serumexosomen detektierbar (553-367;  
553-449).  
(4) Bei einer systemischen Ausbreitung der CD24-positiven Exosomen ins Blut, sollte das Profil der 
Patientin sowohl die Existenz von CD24 und ADAM10 in Serum- als auch in Aszitesexosomen 
aufweisen (553-404; 553-412).  
(5) Lassen sich lediglich ADAM10 positive Exosomen im Aszites nachweisen (553-425), dann besteht 
die Möglichkeit, eines frühen Stadiums bei einem CD24-negativen Tumor. Die Aszitesexosomen sind 
demnach noch nicht systemisch, bzw. es gibt keinen Eintrag von Exosomen durch Immunzellen 
infolge einer inflammatorischen Reaktion des Körpers. 
Um die verschiedenen Fallunterscheidungen verifizieren zu können, wäre eine Korrelation mit 
klinischen Daten sinnvoll. Da jedoch auch eine gesunde Person Exosomen im Serum besitzt, ist eine 
geeignete Markerkombination für die Analyse der Exosomen essentiell. 
3.2. mRNAs und miRNAs vermitteln Effekte auf 
Ovarialkarzinomzellen und könnten als Fähren für 
Therapeutika dienen 
In einer kürzlich veröffentlichten Studie konnten Tumorexosomen aus dem Blut mittels magnetischer 
Aufreinigung durch EpCAM Antikörper isoliert werden (Taylor und Gercel-Taylor, 2008). Die so 
gewonnenen Exosomen und isolierten Ovarialkarzinomzellen der Patientinnen wurden auf die 
Anwesenheit von microRNAs (miRNAs) untersucht. Acht spezifische miRNAs konnten auf den 
Exosomen und den Zellen nachgewiesen werden. Die miRNA-Profile der Tumorpatientinnen 
unterschieden sich signifikant von Kontrollpatienten mit einer gutartigen Erkrankung. Kürzlich 
wurden in Exosomen von Glioblastomen ebenfalls mRNAs und miRNAs nachgewiesen (Skog et al., 
2008). Die Mikrovesikel konnten von Endothelzellen aufgenommen werden und ihre mRNA wurde 
erfolgreich von der Zielzelle translatiert. Zusätzlich konnten angiogenesefördernde Proteine wie 
beispielsweise Angiogenin, IL-6, IL-8, und VEGF detektiert und ein eindeutiger Zusammenhang zu 
einer verstärkten Angiogenese bei HBMVEC-Zellen (human brain microvascular endothelial cells) 
gezeigt werden. In humanen U87-Gliomzellen führt die Kultivierung mit Exosomen zu einer erhöhten 
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Proliferation. In aggressiven Gliomen wird häufig die onkogene Spleißvariante des EGF-Rezeptors 
(epidermal growth factor receptor), bekannt als EGFRvIII, exprimiert. Durch RT-PCR Analysen von 
Exosomen aus Patientenseren konnten EGFRvIII-mRNAs detektiert werden, die mit dem analysierten 
Tumorgewebestatus übereinstimmten. Die vom Tumor abgegebenen Exosomen wirken damit 
systemisch und können zur Klassifizierung und Detektion von Tumoren beitragen. Bei 
Gliompatienten, die einen mutierten EGF-Rezeptor besitzen, besitzen nur wenige Zellen einen  
EGFRvIII-positiven Genotyp, dennoch weisen die meisten Zellen einen transformierten Phänotyp auf.  
Al-Nedawi et al. konnten zeigen, dass der EGFRvIII zwischen den Tumorzellen, durch Transfer von 
Mikrovesikeln, ausgetauscht werden kann (Al-Nedawi et al., 2008). Freigesetzte Mikrovesikel 
konnten im Blut von tumortragenden Mäusen nachgewiesen werden und wurden von  
EGFRvIII-negativen Zellen aufgenommen. Mit der Aufnahme verbunden, war eine Aktivierung von 
transformierenden Signalwegen (MAPK und Akt), eine Veränderungen in der Expression von  
EGFRvIII-regulierten Genen und eine morphologischen Transformation. Demnach können 
Mikrovesikel zur horizontalen Verbreitung von Onkogenen und der damit verbundenen 
Transformation von Tumorzellen beitragen. Das Verständnis über den Phänotyp und den Genotyp 
des Tumors könnte bei der Erstellung von an den Patienten angepassten Therapien von Nutzen sein. 
Zusätzlich bieten Exosomen in Zukunft vielleicht die Möglichkeit therapeutisch wirksame Proteine 
und RNAs einem Patienten applizieren zu können.  
3.3. Aufnahme von Aszitesexosomen durch NK-Zellen 
Damit Tumorexosomen mit Zellen in Wechselwirkung treten können, ist entweder eine Bindung an 
die Membran der Zellen oder eine Aufnahme durch diese notwendig. Als ein wichtiger Bestandteil 
der Exosomenmembran hat sich dabei Phosphatidylserin (PS) herausgestellt. Phosphatidylserin 
befindet sich auf der Oberfläche von apoptotischen Zellen und dient unter anderem als 
Aufnahmesignal für phagozytierende Zellen. Neben apoptotischen Zellen besitzen auch Tumorzellen 
einen gewissen Anteil von Phosphatidylserin (Abbildung 21). Kandidaten für eine mögliche 
Interaktion zwischen Zellen und Exosomen sind MFG-E8 (milk fat globule EGF factor VIII) und 
Proteine der „T-cell immunoglobulin mucin“ Familie (TIM-Familie). MFG-E8, auch Lactadherin 
genannt, reichert sich auf Exosomen von immaturen dendritischen Zellen an (Veron et al., 2005).  
Das Protein besitzt zwei Domänen (Andersen et al., 1997), die eine nichtkovalente Bindung an 
anionische Phospholipide erlaubt (Faktor VIII Domäne) und zum anderen eine Interaktion mit den 
Integrinen αVβ3 und αVβ5 (Arg-Gly-Asp Motiv in der ersten EGF-like Domäne) ermöglicht.  
Aktivierte Makrophagen sekretieren MFG-E8, das an Phosphatidylserin auf der Oberfläche 
apoptotischer Zellen bindet. Anschließend findet eine Interaktion zwischen der EGF-like Domäne und 
dem Integrin αVβ3 auf Makrophagen statt, gefolgt von der Phagozytose der markierten Zelle. Auch 
die TIM-Familie, mit ihren Mitgliedern TIM-1 und TIM-4 sind wichtige Phosphatidylserinrezeptoren 
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(Kobayashi et al., 2007). Beide wirken als Mediatoren für Aufnahme von apoptotischen 
Membranbläschen, wobei TIM-4 auf spezielle integrinpositive Zellen (CD11c und CD11b positiv) 
beschränkt ist (Rodriguez-Manzanet et al., 2008). Wir konnten Phosphatidylserin auf Exosomen von 
Ovarialkarzinomzelllinien (Abbildung 22), bei Fruchtwasserexosomen (Daten nicht gezeigt) und 
Aszitesexosomen nachweisen (Abbildung 49). Die Vorinkubation von Exosomen mit Annexin-V führt 
zu einer Absättigung der Phosphatidylserine auf der Exosomenoberfläche und einer verminderten 
Aufnahme durch NK-Zellen (Abbildung 23, Abbildung 50). Da nicht bei jeder Probe die Aufnahme 
blockiert werden konnte, scheint es hier mindestens noch einen weiteren Mechanismus zu geben. 
Die Aufnahme wird somit nicht alleine durch die Wechselwirkung zwischen Phosphatidylserin auf 
den Exosomen und möglichen Liganden auf der Zelle initiiert. Zusätzlich könnte die Interaktion 
zwischen MFG-E8 und Phosphatidylserin eine Rolle spielen. Eventuell stehen diese Interaktionen nur 
am Anfang einer komplexen Proteinmaschinerie, welche die Aufnahme von Exosomen vermittelt. So 
ist es denkbar, dass analog zur Phagozytose von MFG-E8 markierten Zellen durch Makrophagen, der 
erste Kontakt zwischen Zellen und Exosomen phosphatidylserinvermittelt ist und die eigentliche 
Aufnahme integrinvermittelt abläuft. Untersuchungen bei Mikrovesikeln, die von 
Endothelvorläuferzellen freigesetzt wurden, zeigten eine durch Antikörper gegen α4- und β1-Integrin 
blockierbare Aufnahme durch Endothelzellen (Deregibus et al., 2007).  
Nach Bindung bzw. Aufnahme von Aszitesexosomen durch Zielzellen, sollte analog zu den 
Fruchtwasserexosomen eine Veränderung der Zellfunktionen zu erkennen sein. Bei NK-Zellen 
konnten wir nach Inkubation mit Aszitesexosomen Veränderungen in den Proteinexpressionsprofilen 
der Zellen messen (Abbildung 51), die möglicherweise zu einer verminderten Zytotoxizität führen. 
Welchen Einfluss Exosomen auf das in vivo Wachstum von xenotransplantierten Tumoren in der 
Maus hat, wurde tierexperimentell untersucht. Die Applikation von Aszitesexosomen in CD1 nude 
Mäuse mit SKOV3ip-Tumoren führte zu einem verstärkten Wachstum des Tumors (Abbildung 59). 
Der mögliche Einfluss von Aszitesexosomen erstreckt sich hier über verschiedene Bereiche:  
(1) Die Exosomen könnten eine Veränderung des Phänotyps von Immunzellen bewirken und diese 
analog zu den uNK-Zellen bei Schwangeren in ein Toleranzstadium überführen. Dieser Effekt könnte 
sich auf B- und NK-Zellen auswirken, da beide Lymphozyten in CD1 Mäusen vorhanden sind.  
(2) Durch die proteolytische Aktivität von Oberflächenproteinen (z.B. ADAMs) und die Existenz von 
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) könnten Exosomen Wachstumsfaktoren auf der Oberfläche von 
Zellen spalten und dadurch das Invasions- und Migrationsverhalten des Tumors verändern. Die 
Wirkung der MMPs würde in einer Umgestaltung der extrazellulären Matrix bestehen. (3) Die 
Freisetzung von angiogenesefördernde Faktoren könnte eine beschleunigte Neovaskularisierung des 
Tumors bewirken. Eine verstärkte Durchblutung des Tumors fördert die verstärkte Absonderung von 
Plasma in den Bauchraum, welche das erhöhte Aszitesvolumen nach der Exosomenbehandlung im 
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Maustumormodell erklären (Abbildung 57 B) würde. Wahrscheinlich spielt das Zusammenspiel aller 
Faktoren eine Rolle. Einen direkt proliferationsfördernden Effekt der Exosomen auf die Tumorzellen 
konnte jedoch durch in vitro Experimente ausgeschlossen werden. Letztendlich bestimmt die 
molekulare Zusammensetzung der Exosomen deren Eigenschaften und deren Schicksal, wie 
beispielsweise ob sie von Zellen aufgenommen werden und welchen Einfluss sie auf das 
Immunsystem bzw. auf umliegende Zellen ausüben können. Untersuchungen zum Proteom von 
Exosomen helfen das Verständnis über die verschiedenen Funktionen zu verbessern.  
Es gibt bereits die erste Vorschläge einer selektiven Abreicherung von Exosomen aus dem Blut.  
Dabei können, mit einem Dialysegerät und einem angeschlossenen HemopurifierTM-Filter, Exosomen 
aufgrund ihrer zahlreichen glykosylierten Proteine und deren Interaktion mit den Lektinen des 
Säulenmaterials per Affinitätschromatografie entfernt werden (Ichim et al., 2008). Die Kopplung von 
spezifischen Antikörpern an die Filter ermöglicht ein gezieltes Entfernen von 
Exosomensubpopulationen. Durch die Abreicherung sollen auf das Immunsystem supprimierend 
wirkende Exosomen entfernt werden und somit der Wiederherstellung von Immunfunktionen 
dienen. Nachteilig bei dieser Methode ist, dass nur Exosomen, die bereits systemisch geworden sind, 
entfernt werden können. Bei verschiedenen Bauchtumoren hingegen liegen große Mengen an 
Exosomen im Aszites vor, diese Exosomen blieben von der Dialysemethode vermutlich unangetastet. 
Die Suche nach weiteren Möglichkeiten maligne Exosomen aus dem Körper zu entfernen, entweder 
durch medizinische Verfahren oder durch Aktivierung des Immunsystems zur Phagozytose, könnte 
einen Vorteil bei vielen Tumorerkrankungen bieten. 
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1. Abkürzungen 
A  A  Ampère 
 Abb.  Abbildung 
 ADAM A disintegrin and metalloproteinase 
 ADCC Antibody dependent cell mediated cytotoxicity 
 APMA 4-Aminophenylmercuric acetate 
 APC Allophycocyanin 
 APP Alzheimer-Vorläufer-Protein (alzheimer precursor protein) 
 APS  Ammoniumpersulfat 
 AS Aminosäure 
B  BAPTA-AM 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane- N,N,N',N'-tetraacetic acid 
 BOG  N-Octyl-β-D-Glukopyranosid 
 BSA  Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
C  CAM  Zelladhäsionsmolekül (cell adhesion molecule) 
 CD  Differenzierungscluster (cluster of differentiation) 
 cDNA  Komplementäre DNA (copy DNA) 
 CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester 
 CSF-1 Colony-stimulation factor 1 
 CO2 Kohlenstoffdioxid 
 CXCR4  CXC Chemokinrezeptor 4 
D  DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
 DMSO  Dimethylsulfoxid 
 DNA  Desoxyribonukleinsäure 
 dNTPs Desoxyribonukleosid-5`-triphosphat 
E  ECL  Enhanced chemoluminiscence 
 EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
 EGF(R)  Epidermaler Wachstumsfaktor (-Rezeptor) (epidermal growth factor receptor) 
 EpCAM  Epitheliales Zelladhäsionsmolekül (epithelial cell adhesion molecule) 
 ER  Endoplasmatisches Retikulum 
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 ERK Extracellular regulated kinase 
 ESCRT  Endosomal sorting complex required for transport 
 esRNA Exosomal shuttle RNA 
 EZM  Extrazelluläre Matrix 
F  FACS  Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorter) 
 FasL Fas-Ligand 
 FCS  Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 
 FITC Fluorescein isothiocyanate 
 FSC Forward scatter 
G  g  Gramm 
 g  Erdbeschleunigung 
 gam  Ziege-anti-Maus (goat-anti-mouse) 
 garab  Ziege-anti-Kaninchen (goat-anti-rabbit) 
 GMCF Granulocyte-macrophage colony-stimulation factor 
 GPCR G-protein-coupled receptor 
 GPI  Glykosylphosphatidylinositol 
H  h Stunde 
 H2O  Wasser 
 HSA  Murines CD24 (heat stable antigen) 
 HSP  Hitzeschockprotein 
 HBMEC Human brain endothelial cells 
 HUVEC  Human umbilical vein endothelial cell 
 HLA humanes leukozytenassoziiertes Antigen 
I  Ig  Immunglobulin 
 IHC  Immunhistochemie 
 ILV Intraluminale Vesikel 
 INF-γ Interferon-γ 
 IL Interleukin 
 IONO Ionomycin 
 IP-10 Interferon-inducible protein-10 
K  kDa  Kilodalton 
 KIR Killer cell Ig-like receptor 
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L l Liter 
 LAMP Lysosomal-associated membrane protein 
 LGL Large granular lymphocytes 
M  m  Milli 
 M  Molar 
 mAk  Monoklonaler Antikörper 
 β-ME  Beta-Mercaptoethanol 
 MFG-E8 Milk fat globule EGF factor VIII, lactadherin 
 MgCl2  Magnesiumchlorid 
 MHC  Haupthistokompatibilitätskomplex (major histocompatibility complex) 
 miRNA mikroRNA 
 ml  Milliliter 
 mM  Millimolar 
 MMP  Matrix-Metalloproteinase 
 mRNA  Messenger-Ribonukleinsäure 
 MT-MMT Membrane type Matrix-Metalloproteinase 
 MVBs  Multivesicular-Bodies 
N  NaCl  Natriumchlorid 
 NaF  Natriumfluorid 
 NaN3  Natriumazid 
 ng  Nanogramm 
 NH4Cl  Ammoniumchlorid 
 NK  Natürliche Killerzellen 
 nm  Nanometer 
 nM  Nanomolar 
 NOD SCID  Non-obese diabetic severe combined immunodeficiency 
 N-Rh-PE N-lissamine rhodamine B sulfonyl-phosphatidylethanolamine 
O  OD  Optische Dichte 
P  pAk  polyklonaler Antikörper 
 PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 PCR  Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
 PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
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 PE  Phycoerythrin 
 pH  -log[H+] 
 PLAP Placental alkaline phosphatase 
 PLGF Placental growth factor 
 PM  Plasmamembran 
 PMA  Phorbol 12-myristate 13-acetate 
 PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
 POX  Peroxidase 
 PrP  Prionprotein 
 PS Phosphytidylserin 
 PVDF Polyvinylidendifluorid 
R  RNA  Ribonukleinsäure 
 RT  Raumtemperatur 
S  SDF-1  Stromal cell-derived factor-1 (CXCL-12) 
 SDS  Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate) 
 siRNA  Small interfering RNA 
 SSC Side scatter 
 SSW  Schwangerschaftswoche 
T  TBS  Tris gepufferte Salzlösung (Tris buffered saline) 
 TCA  Trichloressigsäure (trichloroacetic acid) 
 TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin 
 TGF-α/β  Transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)- α/β 
 TGN Trans-Golgi Netzwerk 
 TIM T-cell immunoglobulin mucin 
 TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 
 Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
U uNK Uterine NK-Zellen 
V V  Volt 
 VEGF  Vaskulär-endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor) 
 VPF Vascular permeability factor 
W  W  Watt 
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 %  Prozent 
 α  Alpha; bei Antikörpern: „anti“ 
 β  Beta 
 γ Gamma 
 ζ Zeta 
 μ  Mikro 
 ° C  Grad Celsius 
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